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Hoofdstuk 1 
INLEIDING 
CELLULAIRE IMMUNITEIT BIJ RUBELLA 
Aantonen van oellulaire immuniteit 
Humorale antistoffen zijn belangrijk bij de bescherming tegen 
infectie met rubellavirus. Er zijn aanwijzingen dat daarnaast de 
cellulaire immuniteit van belang is. Dater zich cellulaire immu-
niteit tegen rubellavirus ontwikkelt, is met behulp van verschil-
lende methoden aangetoond. Jn-ytwo-onderzoek naar cellulaire immu-
niteit tegen rubella is niet beschreven. Wel zijn er indirecte 
aanwijzingen dat cellulaire immuniteit in vivo van betekenis is. 
Zo is het bekend dat bij congenitale rubella virus kan persisteren 
in aanwezigheid van antistoffen (Alford, 1965; Bellanti et al., 
1965; Phillips et al., 1966; Soothill et al., 1966; Rawls, 1968). 
Er zijn verschillende ¿n-Dttro-methoden beschreven om cellu-
laire immuniteit bij rubella aan te tonen. Het is bekend dat 
virusantigenen lymfocyten van immune personen kunnen stimuleren 
waarbij blastcellen worden gevormd en lymfokinen worden uitgeschei-
den. Simons en Fitzgerald (1968) hebben voor het eerst aangetoond, 
dat humane lymfocyten zo door geïnactiveerd rubellavirus kunnen 
worden gestimuleerd. Later is er een andere methode ontwikkeld om 
stimulatie van lymfocyten aan te tonen: de bepaling van de 
thymidine-inbouw in het DNA van door virusantigenen gestimuleerde 
lymfocyten. Deze methode is onder meer toegepast om cellulaire 
immuniteit aan te tonen na vaccinatie tegen rubella. Lymfocyten 
van gevaccineerden kunnen in vitro door geïnactiveerd rubellavirus 
worden gestimuleerd (Lee, 1974; Vesikari, 1975; Buimovici-Klein, 
1976), evenals lymfocyten van door natuurlijke infectie immuun 
geworden personen. De op deze wijze gestimuleerde lymfocyten vor-
men lymfokinen, onder andere migratie-inhibitie-factor of MIF 
(Honeyman, 1974). Ook het onderzoek op de vorming van lymfokinen, 
in het bijzonder MIF, wordt wel gebruikt om cellulaire immuniteit 
aan te tonen. Zo is met behulp van deze methode vastgesteld dat 
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er na aerogene vaccinatie met levend verzwakt rubellavirus lokale 
immuniteit in de luchtwegen ontstaat. Dit is eerst aangetoond bij 
cavia's (Morag, 1974), later bij de mens (Morag, 1975). In andere 
studies is aangetoond dat lymfocyten van immune personen die met 
geïnactiveerd rubellavirus waren gestimuleerd, een oplosbare cyto-
toxische factor (eveneens een lymfokine) uitscheiden. Deze factor 
is vooral actief ten opzichte van met rubellavirus geïnfecteerde 
cellen (Vesikari, 1975; Kanra, 1975). 
Voorts kan cellulaire immuniteit worden aangetoond door T-
lymfocyten (T-cellen) van immune personen in contact te brengen 
met het betreffende virusantigeen. Dit leidt tot vorming van cyto-
toxische T-cellen. De T-cellen zijn toxisch voor met virus geïn-
fecteerde cellen die op hun celmembraan door het virus geïnduceer-
de antigenen dragen. De cytotoxische eigenschap is specifiek voor 
het betreffende virus. Zo zijn cytotoxische T-cellen aangetoond 
bij personen die tegen rubella waren gevaccineerd (Steele et al., 
1973, 1974; Thong et al., 1973). 
КъпеЬгек van aellulaire. immuniteit bij infectie met rubellavirus 
Door verschillende onderzoekers is met behulp van de hier­
boven beschreven methoden de kinetiek van de cellulaire immuni­
teit tijdens infecties met rubellavirus geanalyseerd. Het onder­
zoek werd verricht bij personen die een natuurlijke rubellavirus-
infectie doormaakten of die met levend verzwakt rubellavirus wa­
ren gevaccineerd. Twee weken na het begin van de infectie kon bij 
hen cellulaire immuniteit worden aangetoond. De in-vitro-^roliilc-
ratie van lymfocyten na stimulatie met geïnactiveerd rubellavirus 
(Buimovici-Klein, 1976), de vorming van MIF (Honeyman, 1974; 
Morag, 1975), de vorming van een oplosbare cytotoxische factor 
(Vesikari et al., 1975b) of de ontwikkeling van cytotoxische lym-
focyten (Steele et al., 1974) werden hiervoor als criteria ge-
bruikt. Proliferatie van lymfocyten, MIF en cytotoxische factor 
werden twee weken na vaccinatie aangetoond, cytotoxische lymfocy-
ten reeds drie dagen na vaccinatie. Cellulaire immuniteit was 
bij een natuurlijke infectie op een eerder tijdstip aantoonbaar 
dan antistoffen (Steele et al., 1974; Honeyman, 1974). Het bleek 
dat de cellulaire immuniteit na vaccinatie met levend verzwakt 
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rubellavirus (Cendehill Vaccin; HPV-77 DE/5 vaccin of RA 27/3) 
vrij snel (na 1-3 maanden) verdwijnt. Na een natuurlijke infectie 
blijft de cellulaire immuniteit gedurende langere tijd aantoon-
baar, in sommige gevallen zelfs verscheidene jaren (Honeyman, 
1974; Morag, 1975; Buimovici-Klein, 1976). 
Betekenis van eelbulaive -immuni, te it bij postnatale rubella 
Het is niet duidelijk wat de betekenis is van de cellulaire 
immuniteit voor de weerstand tegen rubella. Er zijn indirecte aan-
wijzingen dat de cellulaire immuniteit van belang is. Na aerogene 
vaccinatie ontwikkelt zich een minder goede onvatbaarheid dan na 
een natuurlijke infectie. Hoewel er na vaccinatie minder IgA-
antistoffen in het secreet van de luchtwegen worden aangetroffen 
dan na een natuurlijke infectie, is het niet waarschijnlijk dat 
de lokale IgA-antistoffen verantwoordelijk zijn voor het verschil 
in immuniteitsgraad. Lokale antistoffen verdwijnen binnen een jaar 
(Ogra et al., 1971, 1975; Cradock-Watson et al., 1972, 1973, 
1974), terwijl de door aerogene vaccinatie opgewekte onvatbaarheid 
langer aanwezig blijft. Juister lijkt het te veronderstellen dat 
de cellulaire immuniteit hier van betekenis is. De lokale cellu-
laire immuniteit na een natuurlijke infectie is veel sterker en 
langere tijd aantoonbaar dan die na een aerogene vaccinatie 
(Horstmann et al., 1970; Davis et al., 1971; Cradock-Watson et 
al., 1974; Ogra et al., 1975). Ook epidemiologische studies wijzen 
erop dat cellulaire immuniteit van betekenis zou kunnen zijn voor 
de weerstand tegen rubella. Het bleek dat ongeveer de helft van 
sero-negatieve volwassen personen beschermd is tegen een klinische 
infectie met rubellavirus (Brody, 1966; Horstmann et al., 1970). 
Waarschijnlijk berust de bescherming gedeeltelijk op humorale 
immuniteit die serologisch niet (meer) aantoonbaar is. Daarnaast 
zou cellulaire immuniteit van betekenis kunnen zijn. In het bloed 
van sero-negatieve personen zijn met behulp van -ín-uitro-stimula-
tieproeven specifiek gesensibiliseerde lymfocyten aangetoond 
(Smith et al. , 1973). 
Het is bekend dat een aantal virusinfecties gepaard gaan met 
een verminderde overgevoeligheidsreactie van het vertraagde type, 
ook wel type IV allergische reactie genoemd. De reactie die meest-
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al in de huid wordt uitgevoerd, is een criterium voor de aanwezig-
heid van specifieke cellulaire immuniteit. Ook rubellavirus kan 
deze reactie onderdrukken. Zo is een verminderde huidreactie op 
onder andere Candida albicans-antigeen, bof-antigeen en tubercu-
line gevonden bij natuurlijke en door vaccin geïnduceerde infec-
ties met rubellavirus (Lamb, 1969; Midulla, 1972; Kauffman, 1974; 
Ganguly et al., 1976). Het effect ontwikkelde zich ongeveer twee 
weken na het begin van de infectie en verdween twee weken later. 
Ook door middel van in-vitro-onderzoek van leukocyten met 
behulp van de hierboven beschreven methoden werden aanwijzingen 
verkregen dat rubellavirus de cellulaire immuniteit kan onderdruk-
ken. Zo blijkt de respons van lymfocyten op stimulatie met een 
mitogeen of een antigeen tijdelijk onderdrukt te zijn tijdens een 
natuurlijke rubellavirusinfectie of na vaccinatie met rubellavirus 
(McMorrow, 1974; Vesikari, 1975a; Ganguly et al., 1976). De res-
pons is het sterkst onderdrukt indien met - naar verhouding -
minder verzwakt rubellavirus wordt gevaccineerd. Uit een onderzoek 
bij konijnen bleek dat de respons van lymfocyten gedurende drie 
weken na infectie met rubellavirus was onderdrukt; PHA werd als 
mitogeen gebruikt (Cappel, 1975). Tijdens deze periode kon rubel-
lavirus uit leukocyten worden geïsoleerd, daarna niet meer. Vol-
gens de auteur zou replicatie van rubellavirus in leukocyten ver-
antwoordelijk zijn voor onderdrukking van de immuniteit. 
Dat leukocyten inderdaad gevoelig zijn voor rubellavirus, blijkt 
uit verschillende waarnemingen. Zo kon virus tijdens de acute 
fase van de ziekte uit het bloed en celfracties ervan, worden ge-
ïsoleerd (Schiff en Sever, 1966; Jack en Grutzner, 1969; Davis 
1971). Voorts bleek uit -in-uÏtro-experimenten dat rubellavirus 
zich in leukocyten kan vermenigvuldigen. Mellman (1965) beschreef 
dat rubellavirus in kweken van leukocyten langer overleefde dan in 
medium zonder cellen en veronderstelde op grond hiervan dat er 
vermenigvuldiging moest hebben plaatsgevonden. In een onderzoek 
in ons laboratorium (Van Putten, 1975) kon vermenigvuldiging van 
rubellavirus rechtstreeks worden aangetoond; in geïnfecteerde 
kweken van leukocyten werd een duidelijke stijging van de virus-
titer (in sommige proeven 60-voudig) waargenomen. Uit deze proeven 
bleek voorts dat de macrofaag het belangrijkste celtype is voor de 
virusreplicatie. 
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Het mechanisme van de onderdrukking van de cellulaire immuni-
teit door rubellavirus is nog niet opgehelderd. Men heeft wel aan-
getoond dat de respons van lymfocyton op stimulatie met mitogenen 
of antigenen ook in vitro in met rubellavirus geïnfecteerde kweken 
van leukocyten wordt geremd (Montgomery, 1967; Olson, 1968; 
Simons, 1968a), evenals in vivo, zoals hierboven beschreven. De 
stimulatie van lymfocyten wordt alleen onderdrukt door infectieus 
rubellavirus, niet door geïnactiveerd virus (Savel en Phillips, 
1970). Volgens een onderzoek van Lee en Sigel (1974) met behulp 
van lymfocyten van immune konijnen die met PHA of geïnactiveerd 
rubellavirus waren gestimuleerd, zou de stimulatie van de lymfocy-
ten door toevoeging van complexen van rubellavirus en specifieke 
IgM-antistoffen worden geremd, niet door complexen van virus en 
IgG-antistoffen; de remming zou niet berusten op lysis van de 
cellen onder invloed van de complexen. Wij konden deze bevindin-
gen niet bevestigen (niet beschreven proeven). In een recente 
mededeling beschrijft Maller (1977) dat er een correlatie be-
staat tussen de mate van remming van in-vitro-stxmulatic van lym-
focyten door rubellavirus en de hoogte van de antistoftiter in 
het bloed. De PHA-stimulatie van lymfocyten van personen met een 
hoge antistoftiter werd sterker onderdrukt dan die van hen met een 
lage titer. 
De bovengenoemde onderzoekingen wijzen erop dat de onderdruk-
king van de cellulaire immuniteit door rubellavirus vermoedelijk 
berust op een direct effect van het virus op leukocyten. Het me-
chanisme hiervan is echter niet duidelijk. 
Betekenis van cellulaire immuniteit bij congenitale rubella 
Bij patiënten met het syndroom van congenitale rubella vindt 
men een langdurige uitscheiding van virus in de urine en faeces; 
ook in de aangetaste organen is het virus gedurende lange tijd aan-
toonbaar (Heggie et al., 1965; Sellanti, 1965). Het virus persis-
teert terwijl er toch antistoffen tegen rubella aanwezig zijn. Uit 
in-vitro-^Toevет\ blijkt dat de gevormde antistoffen in staat zijn 
het rubellavirus te neutraliseren (Rawls, 1968b). Hoewel het niet 
bekend is of de antistoffen ook in vivo een volwaardig neutrali­
serende activiteit uitoefent of op andere wijze, bijvoorbeeld op 
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grond van cytotoxische eigenschappen, bescherming verlenen, lijkt 
het toch uitermate onwaarschijnlijk dat de persistentie van rubel-
lavirus zou berusten op onvolledige humorale immuniteit. Patiënten 
met congenitale rubella ontwikkelen een humorale immuunafweer te-
gen rubella; er ontwikkelt zich tijdens de congenitale infectie 
geen tolerantie (Rawls, 1974; 1975]. 
Het is ook denkbaar dat rubellavirus kan persisteren door 
middel van specifieke insufficientie van de cellulaire immuniteit 
ten gevolge van tolerantie. Dit is echter niet waarschijnlijk. 
Bij een patiënt met congenitale rubella is cellulaire immuniteit 
tegen rubella aangetoond (Simons, 1968b). Wel zou het kunnen zijn 
dat de cellulaire afweer in het algemeen is verstoord, ten gevol-
ge waarvan het virus kan persisteren. We hebben hierboven beschre-
ven dat bij postnatale rubella tijdens de acute fase van de ziekte 
de cellulaire immuniteit is onderdrukt. liet is te verwachten dat 
de cellulaire afweer bij patiënten met congenitale rubella even-
eens tijdelijk is onderdrukt; hiervoor zijn verschillende aanwij-
zingen. in de milt, thymus en lymfeklieren van patiënten met het 
syndroom van congenitale rubella zijn post mortem histologische 
afwijkingen gevonden zonder noemenswaardige ontstekingsreacties 
(Naeye, 1965). Jack en Grutzner (1968) isoleerden rubellavirus uit 
de leukocytenfractie van bloed van 10 van 12 kinderen met congeni-
tale rubella. Simons en .Jack (1968a) hebben eveneens rubellavirus 
uit leukocyten van kinderen met congenitale rubella afgezonderd. 
Op het mogelijke verband tussen virusvermenigvuldiging in leuko-
cyten en remming van de cellulaire immuniteit hebben we hierboven 
gewezen. Een andere, meer directe, aanwijzing voor de onderdruk-
king van de cellulaire immuniteit tijdens congenitale rubella is 
de waarneming dat de respons van lymfocyten van patiënten met 
congenitale rubella op stimulatie met een mitogeen of antigeen 
(vacciniavirus) is verminderd (Olson, 1967, 1968; White, 1968). 
Deze verstoring is van tijdelijke aard; zij wordt alleen geduren-
de de actieve fase van de ziekte - de periode waarin virusuit-
scheiding optreedt - gevonden (Simons en Fitzgerald, 1968; 
Marshall et al. , 1970) . 
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СеЪЪиЪаъ в immuniteit en •íntevferon 
Behalve de cellulaire afweer en lokale en circulerende anti-
stoffen speelt ook interferon een belangrijke rol bij de verdedi-
ging tegen virusinfecties (Baron, 1968; Grossberg, 1972a, b en c). 
Interferon kan de virusvermenigvuldiging in cellen remmen. Men 
kan twee verschillende typen interferon onderscheiden: het "klas-
sieke" interferon dat door cellen na infectie met virus wordt ge-
produceerd, en "immuun" interferon, een oplosbare factor van de 
cellulaire immuniteit, dat door de lymfocyt wordt ge\'Ormd na 
specifieke stimulatie met een antigeen of na stimulatie met een 
mitogeen (Notkins, 1975). 
Op grond van onderzoekingen naar de betekenis van "immuun" 
interferon bij herpesvirusinfecties veronderstelt Babiuk (1976) 
dat de produktie van interferon door gestimuleerde lymfocyten 
in vivo een belangrijke rol speelt bij het voorkómen van de loka-
le verspreiding van het virus en zo bijdraagt tot het herstel. 
Naar de betekenis van "immuun" interferon voor de afweer tegen 
rubellavirusinfecties zijn - voor zover bekend - geen onderzoe-
kingen gedaan. 
Er zijn wel gegevens bekend over de vorming van het "klas-
sieke" interferon na infectie met rubellavirus. Evenals de meeste 
andere virussen is rubellavirus in staat interferonproduktie op 
te wekken. Deze interferonproduktie is echter betrekkelijk laag. 
De mate van interferonvorming is afhankelijk van het celtype en 
van de virusstam. Zo werd er een verschil waargenomen tussen in 
Japan en in de Verenigde Staten geïsoleerde virusstammen. De 
Japanse stammen deden in kweken van humaan placentaweefsel veel 
interferon ontstaan, de Amerikaanse stammen slechts weinig. Beide 
groepen virusstammen induceerden in kweken van foetale longcellen 
en in kweken van leukocyten weinig interferon (Banatvala et al., 
1971). Zowel de Japanse als de Amerikaanse stammen zijn gevoelig 
voor interferon (Potter et al., 1973). Rubellavirus is echter 
niet zo gevoelig voor interferon als sommige andere virussen. De 
vermenigvuldiging van rubellavirus in konijneniercellen werd niet 
geremd door een dosis - in konijnecellen bereid - interferon die 
20 maal zo hoog was als de dosis die nodig was voor onderdrukking 
van het cytopathologische effect van vacciniavirus in deze cellen 
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(De Somei, 1967). Het is bekend ddt interferon geen effect heeft 
in reeds met virus geïnfecteerde cellen. Dit іь ook aangetoond 
voor rubellavirus; na toevoeging van interferon aan chronisch ge­
ïnfecteerde cellen v»erd de virusprodukt ie niet onderdrukt 
(Desmyter et al., 1967). 
Ir is betrekkelijk weinig bekend over de tn-u-iwo-betekenis 
van interferon bij rubella. In verschillende onderzoekingen kon 
geen interferon worden aangetoond in het bloed van patiënten met 
congenitale of postnatale rubella (Drinovec, 1967; Olson, 1967; 
Desmyter, 1967; Dent, 1968, Uhite, 1968). Het vermogen om inter-
feron te vormen blijft tijdens infecties met rubellavirus echter 
behouden. Zo was interferon wel aantoonbaar na een infectie met 
mazelenvirus bij een patientje met congenitale rubella (Desmyter, 
1967). Ook al is er bij rubella in het bloed geen interferon aan-
toonbaar, het is niet uitgesloten dat "klassiek" of "immuun" 
interferon een rol speelt bij de afweer tegen een rubellavirusin-
fectie. Er zijn hiervoor indirecte aanwijzingen. Uit epidemiolo-
gische studies is gebleken dat er in Japan minder congenitale 
rubellavirusinfeet íes voorkomen dan in Amerika. Misschien is de 
grotere produktie van interferon in de placenta tijdens een infec-
tie met het in Japan circulerende virus - waarop hierboven reeds 
is gewezen - hiervoor verantwoordelijk (Potter et al., 1973). Uit 
een onderzoek bij konijnen bleek dat een Amerikaanse virusstam 
wel congenitale infecties veroorzaakt, een Japanse virusstam niet 
(Kono et al., 1969). Voorts is in recente onderzoekingen aange-
toond dat toeneming van interferon een gunstig effect heeft op het 
verloop van de infectie na vaccinatie met levend verzwakt rubella-
virus (Best et al., 1975). 
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DOEL VAN HET ONDERZOEK 
Macrofagen, lymfocyten en subpopulatics van lymfocyten spelen 
een belangrijke rol bij het immunologische verweer tegen virusin-
fecties. Het doel van dit onderzoek is inzicht te verkrijgen in de 
betekenis van deze celpopulaties bij persisterende virusinfecties. 
IVe maakten gebruik van rubellavirus. Dit virus kan bij patientjes 
met congenitale rubella gedurende langere tijd persisteren. Het 
onderzoek is toegespitst op de vraag of macrofagen en lymfocyten 
gevoelig zijn voor rubellavirus en welke invloed stimulatie van 
de lymfocyt hierop heeft. We hebben in de eerste plaats onder-
zocht welke omstandigheden van betekenis zijn voor het effect van 
rubellavirus op de -¿rc-u-itro-stimulatie van lymfocyten door mito-
genen en antigenen (Hoofdstuk 3). Om na te gaan of virusreplica-
tie hierbij van betekenis is en in welk type cel het virus zich 
zou moeten vermenigvuldigen, hebben we gebruik gemaakt van inter-
feron dat de virusvermenigvuldiging onderdrukt, terwijl de cel-
functies intact blijven. Verschillende celpopulaties werden afzon-
derlijk met interferon voorbehandeld. Omdat uit onze studie bleek 
dat interferon in staat is de vermenigvuldiging van rubellavirus 
in ongezuiverde lymfocyten te remmen en dat virusvermenigvuldiging 
een rol speelt bij de onderdrukking van de stimulatie van lymfocy-
ten, is tevens onderzoek gedaan naar de betekenis van "immuun" 
interferon dat door de gestimuleerde lymfocyt zelf wordt gevormd 
(Hoofdstuk 4). Vervolgens hebben we nagegaan of - en onder welke 
omstandigheden - het virus zich in perifere lymfocyten en macro-
fagen kan vermenigvuldigen (Hoofdstuk 5). Tenslotte hebben we een 
Onderzoek gedaan naar de gevoeligheid van subpopulaties van lym-
focyten voor rubellavirus (Hoofdstuk 6). 
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Hoofdstuk 2 
MATERIAAL EN METHODEN 
2.1. WEEFSELKWEKEN EN MEDIA 
2.1.1. T-17 cellen 
Voor de bereiding en titratie van rubellavirus werd gebruik 
gemaakt van T-17 cellen. Deze zijn afkomstig van de nieren van 
een twee dagen oud konijn. De cellijn werd in 1962 in het 
St. Elisabeth-Ziekenhuis te Tilburg ontwikkeld. De cellen werden 
steeds volgens een bepaald schema gekweekt waarbij werd uitgegaan 
van een voorraad (bewaard bij -170 C) die was verkregen nadat de 
cellijn 70 maal was omgezet. Een deel van de voorraad werd af en 
toe ontdooid en de cellen werden verder gekweekt om te worden ge­
bruikt nadat ze in totaal 81 tot 91 maal waren omgezet. 
De cellen werden gekweekt bij 36 С in 250 ml-Kimble flessen 
die voorzien waren van Hanks' fysiologische zoutoplossing (BSS) 
met 151 geïnactiveerd (30 minuten bij 56 C) konijneserum en kalver-
serum in een verhouding 1:1, 20Ό lactalbuminehydrolysaat (LAH) en 
0,0351 (w/v) natriumbicarbonaat als onderhoudsmedium, en voorts 
penicilline en streptomycine. 
Voor het kweken van rubellavirus werden T-17 cellen gebruikt 
die waren voorzien van TC-medium 199 met 2% geïnactiveerd kalver-
serum, 1 % glutamine en 0,041 (w/v) natriumbicarbonaat (virus-
medium) . 
Voor de titratie van rubellavirus werden in schaaltjes ge-
kweekte T-17 cellen gebruikt. Culturen van T-17 cellen in Kimble 
flessen werden getrypsineerd met behulp van een oplossing van 
0,25°6 trypsine in met fosfaat gebufferde fysiologische zoutoplos-
sing (Dulbecco's PBS). De cellen werden vervolgens verdeeld over 
Falcon plastic petrischaaltjes (60 χ 15 mm) en gekweekt bij 36 С 
in een atmosfeer van 51 C0 2 in lucht en 981 relatieve vochtigheid. 
Na drie dagen was een aaneengesloten laag cellen gevormd en werden 
de celkweken voor virustitraties gebruikt. Als medium werd Hanks' 
BSS gebruikt met 15$ kalvcrserum en konijneserum in een verhouding 
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van 1:1, 0,056o (Wv) natriumbicarbonaat, 20» LAU en penicilline, 
kanamycinc en mycostatine. De kweken werden regelmatig gecontro­
leerd op mycoplasma. liet onderzoek was in alle gevallen negatief. 
2.1.2. Hela-aellen 
Voor de produktie van vesicular stomatitis virus (VSV) en de 
titratie van interferon werd gebruik gemaakt van Ilela-cellcn. Deze 
werden aangehouden in 250 ml-Kimble flessen bij 36 С in Eagle's 
basaalmedium met 10° geïnactiveerd kalverserum, 10°s geïnactiveerd 
paardeserum en M glutamine. liet medium voor het kweken van VSV 
bestond uit Eagle's basaalmedium met 2°s geïnactiveerd kippeserum 
en 1 % glutamine. 
Voor de titratie van interferon werden in schaaltjes gekweek-
te Hela-cellen gebruikt. Culturen van Ilela-cellcn in Kimble fles-
sen werden getrypsineerd, verdeeld over Falcon plastic petri-
schaaltjes (60 χ 15 mm) en gekweekt bij 36 С in een atmosfeer van 
5% CO2 in lucht en 98» relatieve vochtigheid. Als medium werd 
Eagle's basaalmedium gebruikt met 10°6 geïnactiveerd kalverserum, 
1° glutamine en 0,028 o (w/v) natriumbicarbonaat. Na 4 dagen was 
een aaneengesloten laag van cellen gevormd waarmee interferon werd 
getitreerd. 
2.1.3. Muir eiiaaro f agen 
Macrofagen werden verkregen uit de buikholte van muizen. Acht 
tot tien weken oude, vrouwelijke muizen van de stam C,H/HeJ werden 
intraperitoneaal ingespoten met 1,5 ml van een oplossing van IO0 
proteosepepton. Drie of vier dagen later werd de buikholte ge-
spoeld met 4 ml Eagle's medium met héparine (2 E/ml) en antibio-
tica. Na 2 maal wassen (10 minuten, 1000 omwentelingen per minuut 
(rpm)) werden de cellen gesuspendeerd in TC-medium 199 met 201 
geïnactiveerd kalverserum, Na-bicarbonaat (0,28 gr/litcr) en anti-
biotica, waarna de celsuspensic verdeeld werd over buizen. Na 
4-5 uur incubatie werden de ηiet-gchechte cellen weggewassen. De 
gehechte cellen, voornamelijk macrofagen, werden na 18 uur nog­
maals krachtig gewassen om ηiet-gchechte cellen te verwijderen en 
waren daarna gereed voor gebruik. 
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2.2. VIRUSSEN 
2.2.1. Rubellavírus 
Wij hebben steeds gebruik gemaakt van de Gilchrist-stam, een 
in de Verenigde Staten geïsoleerde rubcllavirus-stam. De stam was 
18 maal in niercellen van Vervet-apen en 10 tot 15 maal in T-17 
cellen doorgeënt. Een voorraad virus was ingevroren bij -70 C; 
hiervan werd gebruik gemaakt. Na ontdooien van een portie virus 
werd het virus in T-17 cellen gepasseerd. De T-17 cellen die in 
Kimble flessen waren gekweekt, werden drie maal gewassen met 
Hanks' oplossing waaraan penicilline, streptomycine en natriumbi-
carbonaat waren toegevoegd. Hierna werden de flessen voorzien van 
0,5 ml virussuspensie en 0,5 ml virusmedium. Na een uur incubatie 
bij 36 С werd 10 ml virusmedium toegevoegd. Het virusmedium werd 
ververst 2 en 4 dagen na virusenting. De zo verkregen vloeistof 
werd gecentrifugeerd bij 5000 rpm in een S34 rotor in een Servall-
centrifuge bij 2 С om celresten te verwijderen. De bovenstaande 
vloeistof werd als virussuspensie gebruikt. 
Om een multipliciteit van 1 of hoger te bereiken bij beënting 
van de later te beschrijven celkweken moest het virus worden gecon-
centreerd. Het virus werd daarom gecentrifugeerd bij 30.000 omwen-
telingen per minuut in een R35 rotor in een Beekman L5-65 centri-
fuge gedurende 2\ uur bij 2 C. De bovenstaande vloeistof werd af-
gepipetteerd en het centrifugaat werd opgenomen in een Tris 
(hydroxymethyl) aminomethaan buffer (pil 7,4) met 0,1 M NaCl, en 
0,001 M EDTA. 
De identiteit van het virus werd gecontroleerd door middel 
van neutralisatieproeven. Hierbij werd gebruik gemaakt van commer-
cieel antiserum (Flow Laboratories), dat bereid was bij paarden. 
Verdere controle werd uitgevoerd door middel van de hemagglutina-
tieremmingsreactie (HAR). Met behulp van de HAR werd de antistof-
titer bepaald van hyperimmuunsera van konijnen tegen de door ons 
bereide virussuspensie. Hierbij wrerd rubellavirus (Behringwerke 
A.G.) als antigeen gebruikt. De antistoftiters van het konijne-
serum waren 1/5120 of lager. Met behulp van dichtheidscentrifuga-
tie werd de dichtheid van het gebruikte rubellavirus bepaald; deze 
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was 1,17 ^ 0,01. De gevonden waarde stemt overeen met die welke in 
de literatuur wordt aangegeven (McCombs, 1968). De gebruikte 
virusinocula werden gecontroleerd op mycoplasma (Channock et al., 
1961). Met onderzoek was in alle gevallen negatief. 
2.2.2. Vesicular stomatitis virus (VSV) 
Voor titraties van interferon werd gebruik gemaakt van een 
VSV-s tam (Indian serotype) ontvangen van het Rijks Instituut voor 
de Volksgezondheid (Prof. Dr. R. Gispen) te Bilthovcn. liet virus 
werd na ontvangst in 1969 éénmaal in 1,-929 en éénmaal in Hcla-
cellen gepasseerd en in die vorm voor de titratie van interferon 
gebruikt. 
2.3. INACTIVERING VAN VIRUS 
Rubellavirus werd geïnactiveerd door een Falcon plastic petri-
schaaltje (35 χ 10 mm) te vullen met 1 ml van een virussuspensie 
(1 χ 10 plaque-forming-units per ml (PFU/ml)) en gedurende 30 mi­
nuten op een afstand van 5 cm door een UV-lamp te laten bestralen. 
Voorts hebben wij gebruik gemaakt van door verwarming geïnacti-
veerd virus; hiertoe werd een virussuspensie gedurende 2 uur bij 
56 С geïncubeerd. Beide behandelingen reduceerden het infecterend 
vermogen tot minder dan 5 PFU/ml. 
2.4. VIRUSTITRATIES 
2.4.1. Bepaling totale hoeveelheid virus in de 'kweken 
Virus werd getitreerd door middel van een plaque-methode zo-
als die op dit laboratorium werd ontwikkeld (Van Putten, 1975). 
Het virus werd gebracht op confluente monolayers van T-17 cellen 
in Falcon plastic petrischaaltjes (60 χ 15 mm). Van de virusmon­
sters werden tienvoudige verdunningsreeksen gemaakt in Hanks' BSS. 
Van iedere verdunning werd 0,2 ml per schaaltje geënt, in drie-
voud. Vervolgens werden de schaaltjes gedurende een uur bij 36 С 
in een CC^-stoof geplaatst, waarna ze van 5 ml overlay-medium wer­
den voorzien. Het overlay-medium bestond uit één deel Eagle's 
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Minimal Essential Medium (MEM) met A% foetaal kalverserum (Flow 
Laboratories), 21 glutamine en antibiotica en een deel van een met 
fosfaat gebufferde zoutoplossing (pH 7,2) met 1,5% carboxymethyl-
cellulose (CMC). De petrischaaltjes werden gedurende zeven dagen 
geîncubeerd in de SI-CO- stoof. Hierna werd de overlay afgegoten 
en werd de cellaag tweemaal gewassen met PBS-buffcr (pH 7,2). 
Vervolgens werden de cellen gekleurd met een oplossing van 0,25%-
ige kristalviolct in fysiologische zoutoplossing gedurende 15 mi-
nuten bij 360C. Na ontkleuring met PBS-buffer (pH 7,2) werden de 
plaques geteld. Als controle op de gevoeligheid werd steeds een 
referentic-virussuspensie met een bekende titer ingezet. 
Voor nauwkeurige bepaling moeten er tussen 10 tot 100 plaques 
per schaaltje aanwezig zijn. De uitkomsten van de op deze wijze 
uitgevoerde titratie werden uitgedrukt in PFU per ml. 
2.4.2. Bepaling van het aantal geïnfecteerde cellen in leukocyten-
kweken 
Op bepaalde tijdstippen, 18 uur na de virusenting, werd het 
aantal geïnfecteerde cellen in leukocytenkweken bepaald. De cel-
len werden 3 maal gewassen met Hanks' BSS waarbij de celsuspensie 
bij 1000 rpm gedurende 10 minuten werd gecentrifugeerd. Hierna 
werden de cellen gedurende 30 minuten bij 36 С geîncubeerd met 
geïnactiveerd antiserum. De cellen werden hierna nogmaals drie-
maal gewassen en gesuspendeerd in Hanks' BSS. Van deze celsuspen-
sies werd een tienvoudige verdunningsreeks gemaakt en van iedere 
verdunning werd 0,2 ml per schaaltje met T-17 cellen geënt. De 
plaque-test werd verder uitgevoerd zoals is aangegeven in para-
graaf 2.4.1. Van de overblijvende onverdunde celsuspensie werd de 
celconcentratie bepaald met behulp van een hemocytometer. Aan de 
hand van deze bepaling en de plaque-test kon het aantal geïnfec-
teerde cellen worden bepaald. Om te controleren of extracellulair 
virus volledig door het antiserum was geneutraliseerd, werd steeds 
de bovenstaande vloeistof in de plaque-proef onderzocht. Deze 
proef viel in alle gevallen negatief uit. 
Voor het onderzoek naar het aantal geïnfecteerde cellen van 
kweken van monocyten was een speciale vöörbewerking vereist. De 
cellen werden van de glaswand verwijderd door incubatie met een 
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bUTA-oplossing. Hiertoe werden de cellen gedurende 10 minuten ge-
incubeerd bij 42 С in een schuddend waterbad. De EDTA-concentratie 
bedroeg 3,3 mg per ml PBS (pil 7,2) zonder Ca . De behandeling 
schaadde de cellen nauwelijks; 99% van de cellen verkeerden na de 
behandeling in goede staat, zoals een trypaanblauw-kleuring liet 
zien. 
2.S. BEREIDING VAN ANTISERUM 
2.5.1. Antiserum tegen rubellavirus 
Voor de bereiding van antiserum werden vier konijnen ge­
bruikt. De dieren werden subcutaan ingespoten met 1 ml virussus­
pensie (0,5 χ 10 PFU/ml). Ren week en een maand later werd de­
zelfde dosis virus ingespoten. Op verschillende tijdstippen hier­
na werd via een hartpunctie bloed afgenomen. De zo verkregen anti­
sera hadden in de neutralisatiereactie titers van 1/64 tot 1/256. 
De titer werd bepaald door middel van de plaque-reductiemethode 
volgens French et al. (1959). Van het te onderzoeken konijneserum 
werd een tweevoudige verdunningsreeks gemaakt; 0,5 ml van elke 
verdunning werd gemengd met 0,5 ml van een suspensie die 500 PFU 
rubellavirus bevatte. Het mengsel werd gedurende 30 minuten bij 
36 С gelncubeerd. Hierna werd van het mengsel 0,2 ml per schaaltje 
geënt. De laagste verdunning die een plaque-reductie van tenminste 
901 te zien gaf, werd beschouwd als maatstaf voor de titer. 
2.b.2. Antiserum tegen cavia-erytrocyten 
Antiserum tegen cavia-crytrocytcn werd bereid in konijnen 
volgens een modificatie van de methode die voor schape-erytrocyten 
beschreven is door Kwapinski (1972). Konijnen werden intraveneus 
ingespoten met 1 ml van een 10°4 suspensie van cavia-erytrocyten in 
fysiologische zoutoplossing. Dit werd herhaald na 1, 3, 6, 7, 9 en 
12 dagen; 7 dagen later werd bloed afgenomen. 
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2.6. INTËRFERONBEPALING 
Interferon werd getitreerd met de plaque-reductiemethode vol-
gens Wallen (1973). Hiervoor werden monolayers van Hela-cellen en 
VSV gebruikt. De reciprokc waarde van de interferon-verdunning die 
(grafisch) een reductie gaf van SOI van het aantal te verwachten 
VSV-plaques, werd als titer beschouwd. De bepaling van interferon 
in bovenstaande vloeistof van celkweken vond plaats door middel 
van tweevoudige verdunningen van de vloeistof in Eagle's Minimal 
Essential Medium (MEM) met 51 foetaal kalverserum. Van iedere ver-
dunning werd 1,5 ml gebracht op een monolayer van Hela-cellen in 
Falcon plastic petrischaaltjes (60 χ 15 mm). De schaaltjes werden 
gedurende 18 uur geïncubeerd in een SI-CC^ stoof bij 36 C. Na ver-
wijdering van de bovenstaande vloeistof werden de schaaltjes twee-
maal gewassen met een met fosfaat gebufferde fysiologische zout-
oplossing. Ieder schaaltje werd vervolgens voorzien van 80 plaque-
vormende eenheden (PFU) VSV. Na ëen uur incubatie bij 36 С om het 
virus te laten absorberen, werd een overlay opgebracht bestaande 
uit 1,251 (w/v) Bacto-agar (Difco) en Eagle's basaalmedium met 2% 
geïnactiveerd kippeserum, λ% glutamine, antibiotica, natriumbi-
carbonaat en 0,003% (w/v) neutraalrood (Difco). De cellen werden 
48 uur geïncubeerd bij 36 С waarna het aantal plaques werd geteld 
en op grond hiervan de interferontiters werden berekend (grafisch). 
Als controle op de gevoeligheid van de proef werd met behulp van 
deze methode de titer van een commercieel interferonpreparaat be­
paald. Hiervoor werd humaan interferon gebruikt, dat verkregen was 
na behandeling van leukocyten met Newcastle Disease Virus 
(Behringwerke A.C.). De volgens onze methode bepaalde titer van 
dit preparaat was 2 tot 4 maal lager dan die welke door de produ­
cent was opgegeven. 
2.7. KWEKEN VAN HUMANE PERIFERE LEUKOCYTEN 
2.7.1. Ongezuiverde lymfooyten 
Van gezonde volwassen donoren werd 50-100 ml veneus bloed af­
genomen in een plastic spuit (Sherwood) die voorzien was van 2000 
E héparine (Organon). Aan dit bloed werd eenzelfde hoeveelheid 
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Eagle's Minimal LssentLdl Medium, voorzien van \a-bicarbonaat en 
antibiotica, toegevoegd (du Bois et at., 19"3). Het zo verdunde 
bloed herd gebracht op een l· icoll-Isopaque (Nyegaard en Co., Oslo) 
gradient met een soortelijk gewicht van 1,077 g/ml (Boyum, 1968). 
Na 40 minuten centrifugeren bij 400 g werd de band net mononuclé-
aire cellen afgcpipctteerd en driemaal gewassen met Hanks' BSS 
(pH 7,2) ter verwijdering van serumcomponenten en Γι coli-Isopaque. 
Indien er geen verdere zuivering was vereist, werden de cellen 
opgenomen in groeimedium en verdeeld over cultuurbui zen (Reivin, 
10 χ 125 mm) die algedekt waren met kapjes van aluminiumfolie. 
Daarna werden de cellen geïncubeerd bij 36 C, 5° CO-, in lucht en 
een relatieve vochtigheid van 98». 
Het groeimedium bestond uit TC-medium met 20° geïnactiveerd 
foetaal kalverserum, 2° glutamme-oplossing, 0,10° (w/v) Na-bicar-
bonaat, pemcilline (50 Г/ml) en streptomycine (50 pg/ml) . Dit 
medium werd tevoren gedurende 18 uur geïncubeerd bij 36 C, S° CO,, 
in lucht en 98° relatieve vochtigheid (CO^-stoof). Glutamine werd 
kort voor gebruik toegevoegd. 
Lymfocyten werden gestimuleerd met mitogenen of antigenen in 
de volgende concentraties 0,5-1° phytohemagglutinine (ΡΠΑ-Μ, 
Difco), 2 ag/ml pokeweed mitogen (PWM, Gibco) of 2 ug/ml tubercu-
Ime (PPD, Rijks Instituut voor de Volksgezondheid, Bilthoven). 
In de gemengde lymfocytenkweek ("mixed lymphocyte culture"-MLC) 
werden 2 x 1 0 cellen van ieder van twee donoren bij elkaar in 
cultuur gebracht, de cellen van beide donors werden in een volume 
van 1 ml gesuspendeerd. 
Alle kweken werden minimaal in drievoud ingezet met 2 x 1 0 
cellen per buis; de cellen waren gesuspendeerd in een volume van 
1,0 ml. De cellen werden geïncubeerd m buizen in een vertikale 
positie. Deze met-gezuiverde lymfocytensuspensíes bevatten 70-90° 
lymfocyten, 8-30o monocyten en soms granulocyten (<20[,) . 
2.7.2. Gezuiverde maarofagen 
Voor het verkrijgen \an gezuiverde macrofagen werd een metho-
de gevolgd die gebruik maakt van het vermogen van monocyten zich 
te hechten aan een glasoppervlak. Monocyten ontwikkelen zich na 
het in kweek brengen snel tot macrofagen (Bennet en Cohn, 1966). 
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Bloedcellen werden na centrifugatie over een gradiënt van Ficoll-
Isopaque en 3 maal wassen, in hechtingsmedium gesuspendeerd, d.i. 
groeimedium met 40% geïnactiveerd foetaal kalverserum. De cel-
suspensie werd verdeeld over een aantal cultuurbuizen. Het aantal 
cellen per buis was afhankelijk van de aard van de proef. De cel-
len werden gesuspendeerd in 0,5 ml medium en minimaal 2 uur vrij-
wel horizontaal geïncubeerd in de CO^-stoof. Onder deze omstandig-
heden hecht een groot aantal van de monocyten zich tengevolge van 
hun oppervlakte-activiteit aan het glas. Hierna werden de niet-
gehechte cellen afgepipetteerd en werden de gehechte cellen nog 
tweemaal gewassen en in groeimedium geïncubeerd in de CO^-stoof. 
Meer dan 90°6 van de cellen waren macrofagen (gemiddeld 92% macro-
fagen en 2-13% lymfocyten). Het aantal cellen dat zich gehecht 
had, werd bepaald door ze met behulp van EDTA (zie 2.4.2.) van het 
oppervlak los te maken en te tellen in een hemocytometer volgens 
Bürker-Türk. In enkele proeven werden - in plaats van buizen -
halve, ronde dekglaasjes gebruikt met een diameter van 15 mm, die 
werden gelegd in plastic weefselkweekplatcn (LINBRO) met 24 komme-
tjes met een diameter van 16 mm. 
2.7.3. Gezuiverde lymfoayten 
Gezuiverde lymfocyten werden verkregen door de celsuspensie 
van ongezuiverde lymfocyten over een kleine kolom nylonwatten 
(Fenwal, Leukopak, Morton Grove, U.S.A.) te leiden. De nylonwatten 
waren eerst gedurende 2 uur behandeld met 0,2 η HCl en vervolgens 
goed gewassen met aqua dest. tot de pH niet meer veranderde. Na 
drogen werd circa 1 g watten gebracht in een plastic 10 ml spuit, 
die aan het uiteinde voorzien was van een slangetje met een klem. 
Voordat een celsuspensie met ongezuiverde lymfocyten op de watten 
gebracht werd, was de kolom eerst geïncubeerd met groeimedium ge-
durende 30 minuten in een C07-stoof. Na deze pre-incubatie werden 
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maximaal 8 χ 10 ongezuiverde lymfocyten, gesuspendeerd in 4 a 5 
ml groeimedium, op de kolom gebracht. Na een incubatie van min­
stens 1 uur in de CCU-stoof om de cellen met oppervlakte-activi­
teit (mononucléaire fagocyten) zich aan watten te laten hechten, 
werden de niet-gehechte cellen uitgewassen met een druppelsnelheid 
van ongeveer 2 ml/min. Vervolgens werd de kolom nog driemaal nage-
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spoeld met 5 ml groeimedium. De cellen werden verzameld en gcre-
suspendeerd in groeimedium. De op deze wijze verkregen gezuiverde 
lymfocyten werden vervolgens verdeeld over cultuurbuizen (2 χ IO" 
cellen/buis). Daarna werden ze geïncubeerd bij 36 С in de CCU-
stoof of gebruikt voor de isolatie van T-cellen door middel van 
spontane rozetvorming met schape-erytrocyten. 
2.7.4. T-cellen 
Schape-erytrocyten werden bewaard bij 4 С in Alsever oplos­
sing. Ze werden tussen 4-6 dagen na afneming gebruikt. Schape-
erytrocyten (SRBC) werden vóór gebruik driemaal gewassen met 
Hanks' BSS. De uiteindelijke suspensie bevatte O,S% schape-erytro-
cyten in Hanks' BSS (pil 7,2). 
Voor de zuivering van T-ccllen werd gebruik gemaakt van de 
rozettechniek met behulp van SRBC (erythrocyt-rosetteforming 
cells, E-RFC). De volgens paragraaf 2.7.3. of na Fe-behandeling 
(zie paragraaf 2.7.5.) gezuiverde lymfocyten werden gesuspendeerd 
in groeimedium met 0,35 g/1 Na-bicarbonaat in een concentratie 
van 2,5 χ 10 cellen/ml. Vervolgens werd 4 ml van deze celsuspen­
sie (totaal 10 χ 10 lymfocyten) gedurende 15 minuten bij 36 С in 
een centrifugebuis van 25 ml geïncubeerd met 1 ml van een 0,51 op-
lossing van schape-erytrocyten in Hanks' BSS, pH 7,2 (Zeylemaker, 
et al., 1974). Daarna werd het mengsel gecentrifugeerd gedurende 
15 minuten bij 100 g en nogmaals geïncubeerd, maar nu bij 4 С 
gedurende 18 uur. Nadat de cellen zeer voorzichtig waren geresus-
pendeerd, werd met behulp van een spuit 4 ml Ficoll-Isopaque met 
een soortelijk gewicht van 1,081 g/ml op de bodem van de centri­
fugebuis gebracht. De cellen werden met een zeer lage aanvangs-
snelheid eerst 15 minuten gecentrifugeerd bij 200 g en vervolgens 
20 minuten bij 400 g. In het verkregen centrifugaat werd dan het 
percentage E-RFC bepaald door minstens 200 cellen te tellen, waar­
bij alleen lymfocyten met 3 of meer schape-erytrocyten beschouwd 
werden als E-rozetvormcnde cellen (E-RFC). Na lysis van de schape-
erytrocyten in een ammoniumchloride-bicarbonaat oplossing 
(0,155 M NH4C1 en 0,01 M KIICO, in aqua bidest., Roos en Loos, 
1970) werden de cellen enkele malen gewassen, gesuspendeerd in 
groeimedium en verdeeld over cultuurbuizen. Per buis werden 
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1 χ 10 T-cellen in kweek gebracht, in 1 ml groeimedium. De kweken 
met T-cellen bevatten steeds ten minste 901 Ε-RFC (bereik: 90-981) . 
2.7.5. B-cellen 
Voor de isolatie van B-cellen werd een suspensie van gezui­
verde lymfocyten gebruikt. De bereiding van deze suspensie week 
enigszins af van de in paragraaf 2.7.3. toegepaste werkwijze. Er 
werd 50 ml veneus bloed afgenomen in een plastic spuit met 2000 E 
héparine en dit werd gemengd met eenzelfde hoeveelheid "lymphocyte 
separating reagent" (Technicon Corp.), een oplossing die carbonyl-
ijzerpartikels bevat. Het mengsel werd gedurende 90 minuten bij 
36 С geschud en vervolgens op een dichtheidsgradiënt van Ficoll-
Isopaque gebracht met een soortelijk gewicht van 1,081 g/ml. Na 
40 minuten centrifugeren bij 400 g werd de band met lymfocyten af-
gepipetteerd, driemaal gewassen met Hanks' oplossing (pH 7,2) en 
gesuspendeerd in groeimedium met 0,35 g/l Na-bicarbonaat. Voor de 
zuivering van EAC-rozetten werd gebruik gemaakt van cavia-erytro-
cyten, antiserum tegen cavia-erytrocyten en vers muizeserum als 
bron van complement (Chiao en Good, 1976; Zeylemaker et al., 
1974). Een S% oplossing van cavia-erytrocyten in Hanks' BSS 
(pH 7,2) werd gedurende 60 minuten bij 37 С geîncubeerd met een 
subagglutinerende verdunning (1:2000) van antiserum tegen cavia-
erytrocyten, waarbij complexen van erytrocyten en antilichamen 
(EA) ontstonden. De cavia-erytrocyten werden vervolgens gesedimen-
teerd, gewassen en opnieuw gesuspendeerd in Hanks' BSS (pH 7,2). 
Daarna werd een S% suspensie van EA in Hanks' oplossing gemengd 
met eenzelfde volume muizeserum, dat 1:10 in Hanks' oplossing ver-
dund was. Het mengsel werd gedurende 30 minuten bij 36 С geîncu-
beerd, waarna complexen van erytrocyten, antilichamen en comple-
ment (EAC) ontstonden. 
Daarna werd in een centrifugebuis van 25 ml 4 ml van een sus-
pensie van lymfocyten (2,5 χ 10 cellen/ml) met 1 ml van een 2,51 
suspensie van EAC in Hanks' BSS gemengd en gedurende 15 minuten 
bij 37 С geîncubeerd. Hierna werden de cellen gedurende 10 minuten 
gecentrifugeerd bij 200 g en vervolgens nog eens 15 minuten bij 
kamertemperatuur geîncubeerd. Na krachtig schudden op een Vortex-
mixer werden de cellen gecentrifugeerd in een dichtheidsgradiënt 
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van I'icoll-Isopaque. Daartoe word eerst 5 ml I'icoll-Isopaque (s.g. 
1,081 g/ml) met een spuit op de bodem van de buis gebracht. Na 
30 minuten centrifugeren bij 200 g werd het percentage ЕЛС-rozet-
vormende cellen in het sediment bepaald waarbij als maatstaf voor 
een rozet werd gebruikt een lymfocyt met minstens 3 EAC-complexen. 
De cavia-erytrocyten werden vervolgens tot lysis gebracht met een 
ammoniumchloride-bicarbonaat oplossing (0,155 M NILCl en 0,01 M 
KHCO, in aqua bidest.)· Hierna werden resterende T-cellen (> 101) 
verwijderd door rozetvorming met schape-erytrocyten, zoals be­
schreven in paragraaf 2.7.4. Na centrifugatie over een dichtheids­
gradiënt van Ficoll-Isopaque en lysis van de schape-erytrocyten 
werden de cellen verdeeld zoals beschreven in paragraaf 2.7.4. 
Suspensies van EAC-rozetvormendc cellen bevatten steeds meer dan 
9 0os EAC-RFC. 
2.7.6. Reoombinaviekveken 
Recombinatiekweken zijn culturen van gezuiverde lymfocyten 
(of subpopulaties hiervan) waaraan macrofagen van dezelfde donor 
zijn toegevoegd. Aan 2 χ 10 gezuiverde lymfocyten, 1 χ 10 E-RFC 
of 1 χ 10 EAC-RFC werden verschillende aantallen macrofagen van 
dezelfde donor toegevoegd. Daartoe werden de methoden gevolgd die 
beschreven zijn in de paragrafen 2.7.3. , 2.7.4. en 2.7.5., met 
dien verstande dat de gezuiverde lymfocyten, o.q. Ε-RFC of EAC-
RFC, nu verdeeld werden over cultuurbuizen, waarin wij eerder 
monocyten hadden laten hechten. De recombinatiekweken werden in 
een vrijwel horizontale positie geïncubeerd bij 36 С in de CO,-
stoof. Iedere.cultuurbuis werd voorzien van 1 ml groeimedium. 
2.8. ENTING VAN VIRUS IN LYMFOCYTENKWEKEN 
Kweken van lymfocyten werden beent met 0,1 ml virussuspensie. 
De suspensie was zodanig verdund, dat de multipliciteit van infec­
tie (M.O.I.) ongeveer 1 PFU/cel was. Aan controlckweken werd steeds 
eenzelfde volume suspensievloeistof zonder virus toegevoegd. Na 
incubatie bij 36 С gedurende 1-2 uur werden stimulerende agentia 
toegevoegd (PHA, PWM of PPD). De celkweken werden vervolgens bij 
36 С in een CCU-stoof geïncubeerd. 
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In kweken waarin het verloop van de virusvermenigvuldiging 
werd gevolgd, werd na een incubatieperiode van 18 uur het niet-
geadsorbeerde virus verwijderd door de cellen driemaal met Hanks' 
oplossing te wassen. Vervolgens werden de kweken voorzien van vers 
groeimedium. Culturen voor de bepaling van de DNA-synthese werden 
niet gewassen. Het niet-geadsorbeerde virus bleef gedurende de ge­
hele kweekperiode daarin aanwezig. 
2.9. INTERFERONBEHANDELING 
Aan kweken van lymfocyten werd 0,1 ml van een oplossing van 
interferon toegevoegd. De omstandigheden waaronder de behandeling 
met interferon plaats vond, wisselde sterk van proef tot proef. 
De wijze van behandeling zal dan ook telkens worden aangegeven. 
In alle proeven werd gebruik gemaakt van humaan interferon. Van 
een voorraad gestandaardiseerd droog gevroren interferon 
(2000 E/ml) werden geschikte verdunningen gemaakt. 
2.10. BEPALING VAN DE DNA-SYNTHESE 
De DNA-synthese in kweken van lymfocyten werd bepaald op 
grond van de inbouw van Η-thymidine (thymidine 6-H3) met een spe­
cifieke activiteit van 23, 26 of 5 Ci/mmol (Radiochemical Centre, 
Amersham). Aan elke buis werd 24 uur voor beëindiging van de proef 
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1 yCi Η-thymidine ("II-TdR) toegevoegd. De cellen werden geoogst 
door ze in te vriezen en - na ontdooiing en lysis met water - af 
te filteren op glasvezelfilters (Sartorius SM 134000). Elk filter 
werd goed nagewassen met ongeveer 25 ml aqua dest. Vervolgens wer­
den de filters in telpotjes gedaan en gedurende 60 minuten ge­
droogd bij 80 C. Daarna werden ze van 8 ml scintillatievloeistof 
(4 g PPO, 0,25 g dimethyl POPOP in 1 1 tolueen) voorzien en geteld 
in de Packard vloeistof-scintillatieteller В 2450. De uitkomsten 
van op dezelfde wijze uitgevoerde experimenten werden gecombineerd. 
Wegens een grote variabiliteit van kweek tot kweek in de in-vitro-
transformatie van lymfocyten werd de DNA-synthese uitgedrukt als 
percentage van de hoogste waarde per kweek. 
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2.11. STATISCHE BEWERKINGEN 
De significantie (Ρ <0,05) van verschillen werd bepaald vol­
gens de rangteken-en toets van Wilcoxon ( De Jonge, 1963). Bij 
het weergeven van de resultaten in de tabellen 1 en 2 is er van 
uit gegaan dat de variabelen bij benadering normaal verdeeld 
waren. 
2.12. MORFOLOGIE EN DIFFERENTIËLE SAMENSTELLING VAN CELSUSPENSIES 
Het percentage mononucléaire fagocyten in cclsuspensies werd 
vastgesteld op grond van een cytochemische reactie op de aanwezig-
heid van niet-specifieke esterasen (Yam et al., 1971). Deze reac-
tie die werd uitgevoerd met a-naftylacetaat, is specifiek voor 
mononucléaire fagocyten (Goud et al., 1975). Tijdens de verschil-
lende fasen van de procedure die bij het in kweek brengen van cel-
len werd gevolgd, werd het aantal cellen geteld met behulp van een 
hemocytometer volgens Bürker-Türk. Het percentage levensvatbare 
cellen werd vastgesteld op basis van de methode die gebruik maakt 
van de exclusie van trypaanblauw. 
36 
Hoofdstuk 3 
ONDERZOEK NAAR DE REMMING VAN DE DNA-SYNTHESE 
NA STIMULATIE VAN LYMFOCYTEN 
3.1. INLEIDING 
De transformatie van lymfocyten door stimulatie met antigenen 
en mitogenen kan worden beschouwd als een in-vitro-maatstaf voor 
de cellulaire immuniteit (Van den Tweel, 1975). In-v г tro-in fectie 
van lymfocyten met rubellavirus geeft een remming van de respons 
op stimulatie met de mitogenen PHA en PWM en de antigenen tetanus-
en difterietoxoid (Olson, 1968). Deze remming kan niet worden ver­
klaard door een vermindering van het aantal cellen als gevolg van 
een cytopathologisch effect (Olson, 1968; Van Putten, 1975). Olson 
veronderstelt dat rubellavirus een direct effect op de lymfocyt 
uitoefent waarbij het virus in de cel penetreert en zo intracellu­
lair de lymfocyten-transformatie remt. Ook Cappel (1975) komt in 
zijn onderzoek tot de veronderstelling dat rubellavirus direct in­
werkt op de lymfocyt. Het virus zou hierbij in de lymfocyt persis­
teren. Deze studies geven geen uitsluitsel over de invloed van 
macrofagen bij het mechanisme van deze remming. In de door deze 
onderzoekers gebruikte lymfocytenkweken waren nog macrofagen aan­
wezig. Het is echter bekend dat macrofagen van betekenis zijn voor 
de in-vitro-stimulatïe van lymfocyten (overzicht: Rosenstreich, 
1976a). Het effect van rubellavirus op lymfocyten zou daarom ook 
'op een andere wijze kunnen worden verklaard. Het is denkbaar dat 
door infectie van macrofagen met rubellavirus de functie van deze 
cellen wordt onderdrukt waardoor op indirecte wijze de stimulatie 
van lymfocyten wordt geremd. De proeven van Van Putten (1975) die 
lieten zien dat rubellavirus zich alleen in macrofagen vermenig-
vuldigde, zijn een aanwijzing voor de juistheid van deze hypothese. 
Poliovirus kan de synergie tussen macrofagen en lymfocyten onder-
drukken (Soontiëns, 1973; Van Loon, 1977). 
Wij hebben een onderzoek gedaan naar de omstandigheden waar-
onder rubellavirus in staat is de -ín-y-ítro-transformatie van lym-
focyten te remmen, alsmede naar het mechanisme dat hieraan ten 
37 
grondslag ligt: een direct effect van het virus op de lymfocyt of 
een onderdrukking van de "helper"-functie van de macrofaag. De op­
timale cultuurcondities voor de stimulatie van humane perifere 
lymfocyten werden eerst geanalyseerd. De uitkomsten werden reeds 
eerder beschreven door Van Loon (1977). 
3.2. ONGEZUIVERDE LYMFOCYTEN 
3.2.1. Effect van rubellavirus op de stimulatie van ongezuiverde 
lymfooyten 
Rubellavirus is m staat гп vitro zowel de door mitogeen als 
door antigeen geïnduceerde DNA-synthcsc van lymfocyten te remmen 
(Olson, 1968). Over de kinetische aspecten van deze remming is 
DNA synthesis (%) η 
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о — o + Rubellavirus 
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Figuur 1. Dosis-responsaurven van de PHA-stimulatie in kweken van 
2 χ 10 ongezuiverde lymfocyten, die wel of niet met 
rubellavirus zijn geînfecteerd. De cellen werden op 
dag 5 gedurende 24 uur gelabeld met H-thymidine. De 
gecombineerde resultaten van 3 experimenten zijn weer-
gegeven, waarbij steeds de hoogste waarde van de D3A-
synthese van ieder experiment op 100% werd gesteld. 
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weinig bekend. Vesikari (1975a) vond alleen een door rubellavirus 
verlaagde PHA-respons na stimulatie met een suboptimale dosis. 
Wij hebben nagegaan welk verband er bestaat tussen de dosis en 
respons na stimulatie van ongezuiverde lymfocyten die wel of niet 
geïnfecteerd waren met rubellavirus. PHA en PWM werden als mito-
geen gebruikt. 
Direct na het in kweek brengen van ongezuiverde lymfocyten 
(2 χ 10 cellen per buis) werd hieraan controle-medium of rubella­
virus (0,5 PFU/cel) toegevoegd (zie paragraaf 2.7.1.). Na een 
incubatieperiode van 2 uur werden verschillende hoeveelheden PHA 
3 
toegevoegd. De H-thymidine-inbouw werd na 6 dagen bepaald, 
24 uur na labeling met 1 yCi Η-thymidine (spec. act. 5 Ci/mmol). 
In figuur 1 zijn de gemiddelde waarden van drie experimenten 
weergegeven. De maximale DNA-synthcse in ieder experimenten, ge-
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middeld 22 χ 10 cpm, werd steeds gesteld op 1001 (zie paragraaf 
2.10.). De figuur laat zien dat de optimale РНЛ-concentratie 2% 
bedraagt. De remming van de stimulatie is het grootst (P <0,05) 
bij een suboptimale dosis PHA (<2,0I). Daarom werd in de volgende 
experimenten steeds een PHA-concentratie gebruikt van 0,5-1,01. 
Het is mogelijk dat bij hogere concentraties van PHA meer inter­
feron wordt gevormd en dat dit het afnemen van de remming ver­
klaart (Hoofdstuk 4). 
In een op dezelfde wijze uitgevoerd experiment werd de dosis-
responscurve voor de PWM-stimulatie bepaald. De resultaten zijn 
weergegeven in figuur 2. De gemiddelde maximale DNA-synthese in 
3 experimenten is equivalent aan 3,5 χ 10 cpm en komt voor bij 
een PWM-concentratie van 2 pgr/ml. Alleen bij een PWM-concentra-
tie <5 pgr/ml vindt een significante remming door rubellavirus 
plaats (P <0,05). In de volgende experimenten werd steeds gebruik 
gemaakt van 2 pgr/ml. 
Het verloop in de tijd van de PíM-stimulatie van ongezuiverde 
lymfocyten werd zowel bepaald voor kweken die alleen van controle-
vloeistof waren voorzien als voor kweken die waren geïnfecteerd 
met rubellavirus. Direct na bereiding van de cellen werden de on-
zuiverde lymfocyten in kweek gebracht en al of niet geïnfecteerd 
met rubellavirus (0,5 PFU/cel). Twee uur later werden de cellen 
gestimuleerd met 0,51 PHA en op verschillende tijdstippen gela-
beid met 1 yCi Η-thymidine (spec. act. 5 Ci/mmol). Vierentwintig 
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Dosis-responsaurven van de PWM-stimulatie in kweken van 
Σ χ 10 ongezuioerde lymfoeyten3 die wel of niet met 
rubellavirus zijn geînfeateerd. De aellen werden op 
dag S gedurende 24 uur gelabeld met Ή-thy mi dine. De 
gecombineerde resultaten van ¿ experimenten zijn weer-
gegeven, waarbij steeds de hoogste waarde van de DNA-
synthese van ieder experiment op 100% werd gesteld. 
uur later werden de cellen ingevroren waarna de Η-thymidine in­
bouw werd bepaald volgens de in Hoofdstuk 2 beschreven methode. 
De gecombineerde resultaten van 6 experimenten zijn in fi­
guur 3 weergegeven. Hierbij werd de maximale DNA-synthese van 
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ieder experiment, gemiddeld 5 χ 10 cpm, gesteld op 100Ό (zie 
2.10· De remming neemt toe in de tijd. De remming op de dagen 
2, 3 en 4 is kleiner dan de remming op de dagen 5, 6 en 7 
(P <0,05). De optimale DNA-synthese vindt plaats op dag 5. Dit is 
in overeenstemming met de experimenten van Olson (1968). 
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Figuur 3. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in kweken van 
2 χ 10 met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfoayten 
met of zonder rubellavirus. De gecombineerde resulta­
ten van 6 experimenten zijn weergegeven. De hoogste 
waarde van de DNA-synthese van ieder experiment is op 
100% gesteld. 
Op dezelfde wijze werd de tijd-responscurve bepaald voor de 
PWM-stimulatie (2 ugr/ml). De resultaten van 5 experimenten wer­
den samengevoegd in een figuur (figuur 4.). De gemiddelde maximale 
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Figuur 4. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in kweken van 
2 χ 10 met PWM gestimuleerde, ongezuiverde lymfосу ten 
met of zonder rubellavirus. De gecombineerde resulta­
ten Van 5 experimenten zijn weergegeven. De hoogste 
waarde van de Df!A-synthese van ieder experiment is op 
100% gesteld. 
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II-thymidine inbouw, per 24 uur, is equivalent aan 1,8 χ 10 cpm. 
De maximale DNA-synthese vindt plaats op dag S. De figuur is bi-
modaal; de stimulatie op dag 6 en dag 8 is groter dan die op dag 
7 (P <0,05). Dit verschijnsel hangt mogelijk samen met de omstan­
digheid dat de lymfocytenpopulatie uit verschillende subpopula­
ties bestaan die niet op hetzelfde tijdstip optimaal op PWM rea­
geren (Boldt et al., 1975; Epstein et al., 1974). Tot dag 6 
(P <0,05) wordt de PWM-stimulatie significant door rubellavirus 
geremd. 
Stimulatie met gezuiverde tubcrculine (PPö) kan transforma-
tie van lymfocyten teweegbrengen. De stimulatie berust op een 
anamnestische reactie tegen tuberculine (Leguit et al., 1973). 
Alleen lymfocyten van personen met een positieve huidreactie vol-
gens Mantoux reageren. In drie experimenten is het effect van 
rubellavirus op de PPD-stimulatie onderzocht. De experimenten 
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werden op dezelfde wijze uitgevoerd als die met PHA- en PWM-
gestimuleerde lymfocyten. Figuur 5 laat zien dat de maximale H-
TdR inbouw plaatsvindt op dat 6, 7 en 8. De grootste remming door 
rubellavirus bedraagt 501 en is significant (P <0,05). 
Voorts werd het effect van rubellavirus op de stimulatie van 
lymfocyten in de gemengde lymfocytenkweek {MLC) onderzocht. Van 
ieder van twee donors werden 2 x 1 0 ongezuiverde lymfocyten te-
zamen in kweek gebracht. De stimulatie die hierna optreedt, be-
rust op een primaire reactie ten opzichte van een vreemd antigeen 
(Van den Tweel, 1975). De gemengde lymfocytenkweken werden al of 
niet met rubellavirus geïnfecteerd. 
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Figuur 5. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in kweken van 
2 χ 10 met PPD gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten 
met of zonder rubellavirus. De gecombineerde resultaten 
van Ζ experimenten zijn weergegeven. De hoogste waarde 
van de DNA-synthese van ieder experiment is op 100% ge­
steld. 
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Figuur 6. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in gemengde 
lymfoaytenkweken, wel of met geïnfecteerd met rubella-
virus. ledere kweek bevatte 2 χ 10 ongezuiverde lymfo-
ayten van ieder van beide donoren. Resultaten van één 
experiment zv¿n weergegeven. 
Uit figuur 6 blijkt dat de DNA-synthese maximaal is op dag 8 en 
dat tot dit tijdstip de stimulatie wordt geremd (P <0,05). 
3.2.2. Inoloed van de multipliaiteit van infectie 
In de hierboven beschreven experimenten werden de kweken 
steeds geïnfecteerd met rubellavirus met een multiplicateit van 
0,5 PFU/cel. Het effect van verschillende concentraties virus 
(10 tot 10 PFU/ml) op de remming van de DNA-synthese na stimu-
latie van ongezuiverde lymfocyten met РИА is weergegeven in 
figuur 7. Met uitzondering van de virusconcentratie was de metho­
diek gelijk aan de in paragraaf 3.2.1. beschreven techniek. 
Gemerkt thymidine werd op dag 5 toegevoegd; 24 uur later werden 
de cellen ingevroren. Virusconcentraties van 1 tot en met 10.000 
PEU per 1000 lymfocyten geven een remming te zien. De remming 
neemt toe met de virus concentratie. Uit een onderzoek van Olson 
44 
(1968) blijkt dat 2 PFU rubellavirus per 100 lymfocyten de stimu­
latie van lymfocyten op dag 6 nog remt. 
inhibition of DNA synthesis (Ύο) 
100-
8 0 -
60-
40-
20-
1 0 " э 10~2 IO"1 1 IO 
multiplicity (PFU/cell) 
Figuur 7. Invloed van de multiplioiteit van infectie op de rem­
ming door rubellavirus van de DNA-synthese in kweken 
van met PHA gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten. 
Labeling met Η-thymidine vond plaats op dag 5. Vier­
entwintig uur later werden de kweken geoogst. 
3.2.3. Invloed van inaativering van het virus 
In de experimenten van Olson (1968) werd gebruik gemaakt van 
suspensies van rubellavirus die voor een deel met mycoplasma 
(PPLO) waren gecontamineerd. Mycoplasma-contaminatie geeft rem­
ming van de in-vitro-tTansiormatie van lymfocyten (Ruckdeschel 
et al., 1975). Bij proeven met mazelenvirus is een andere, niet-
virale, remmende factor in de bovenstaande vloeistof van niet-
geïnfecteerde kweken van Vero-cellen aangetroffen (Sullivan et 
al., 1975). Om uit te maken of inderdaad alleen infectieus rubel-
lavirus in staat is de DNA-synthese te remmen, werden virusinocula 
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geïnactiveerd door verhitting of met UV-licht (Materiaal en 
(Methoden 2.3.) . 
Na inactiver ing op deze wijze werd geen infectious virus te-
ruggevonden. Tabel 1 laat zien dat geïnactiveerd virus niet in 
staat is de DNA-synthese van gestimuleerde lymfocyten te remmen. 
Er werd evenmin remming aangetoond indien de bovenstaande vloeistof 
van niet-geïnfecteerde kweken van T17-cellen aan de lymfocytenkwe-
ken werd toegevoegd. Er zijn dus geen aanwijzingen dat een niet-
virale factor voor de remming verantwoordelijk is. Tenslotte zij 
vermeld dat het onderzoek van virusinocula op mycoplasma negatief 
uitviel. 
2.3. GEZUIVERDE LYMFOCYTEN 
3.3.1. Effect van rubellavirus op de stimulatie van gezuiverde 
lymfocyten. 
Volgens de bevindingen van Soontiëns (1973) en Van Loon (1977) 
wordt de stimulatie van gezuiverde lymfocyten - in tegenstelling 
met die van ongezuiverde lymfocyten - niet door poliovirus geremd. 
Soontiëns en Van der Veen (1973) hebben dit verklaard met de ver-
onderstelling dat voor de remmende werking van poliovirus op lym-
focyten de aanwezigheid van intacte macrofagen vereist is en dat 
deze "helper"-functie van de macrofaag door de virusinfectie wordt 
uitgeschakeld. Of dit ook geldt voor rubel 1avirus, is niet duide-
lijk. Er zijn geen experimenten beschreven die hierop een recht-
streeks antwoord geven. Op grond van enkele afgeleide veronderstel-
lingen hebben sommige onderzoekers de hypothese van Soontiëns en 
Van der Veen ten aanzien van poliovirus bevestigd voor rubellavirus 
(McMorrow et al., 1974), anderen juist afgewezen (Vesikari et al., 
1975a; Cappel, 1975). Om tot een ondubbelzinnig c.q. duidelijk ant-
woord te komen, hebben we proeven verricht met gezuiverde lymfocy-
ten. De cellen werden gezuiverd zoals is aangegeven in paragraaf 
2.7.3. 
Gezuiverde lymfocyten (2 χ 10 cellen per buis) werden in 
kweek gebracht en direct wel of niet geïnfecteerd met rubella-
virus. Na incubatie gedurende twee uur werden de cellen gestimu-
leerd met de mitogenen PHA of PWM of met het antigeen PPD of met 
2 χ 10 allogene gezuiverde lymfocyten. Op verschillende tijdstip-
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Tabel 1. Effect van infectieus- of geïnactiveerd rubellavirus of supernatant van weefsel-
3 3 
kweken op de H-thymidine inbouw (cpm χ 10 ) door ongezuiverde lymfocyten 
Stimulatie ' 
Inoculum ' 
PHA PWM PPD MLC 
--
c )
 3 5 + 1 117+6 2 3 + 1 1 4 + 1 
Infectieus rubellavirus 6 + 1 75 ^ 4 1 2 ^ 2 9 + 1 
Geïnactiveerd rubellavirus (UV) 4 6 + 6 130+7 2 5 + 1 1 2 + 1 
Geïnactiveerd rubellavirus (ΔΤ) 3 7 + 6 136+7 2 5 + 3 1 2 + 3 
Wcefsclkweek-supernatantd) 3 4 + 2 103+9 2 2 + 2 1 4 + 1 
α) •,ο Vierentwintig uur voor beëindiging van de kweek werd aan 2 χ 10 ongezuiverde lymfocyten 
3 . 3 
1 \iCi Η-thymidine toegevoegd. Aangegeven zijn de H-TdR incorporaties met standaard fout; 
Lymfocyten werden geïnfecteerd met rubellavirus (03S PFU/cel); het geïnactiveerde rubella-
virus werd in dezelfde verdunning toegevoegd; 
cl 
Als inoculum is gebruikt: groeimedium (zie 2.7.1.); 
Als inoculum is gebruikt: supernatant van T17-cellen. 
pen werd 1 \xCi Η-thymidine (spec. act. 5 Ci/mmol) toegevoegd. In 
de gezuiverde lymfocyten suspensies waren gemiddeld nog 0,7% mono-
cyten (0,1-2,0$) aanwezig. 
In figuur 8 zijn de uitkomsten van 5 experimenten met door 
PHA gestimuleerde lymfocyten samengevat. De maximale DNA-synthese 
in ieder experiment werd steeds op 100$ gesteld. De optimale ΡΗΛ-
stimulatie vindt plaats op dag 6. De stimulatie in de geïnfecteer-
de kweken is significant lager (P <0,05) dan die in kweken zonder 
rubellavirus. 
DNA synthesis (%) 
1 0 0 
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40 
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• — · - Rubella virus 
о—о + Rubella virus 
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2 4 6 θ 
days after st imulat ion 
Figuur 8. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in kweken van 
2 χ 10 met PHA gestimuleerde, gezuiverde lymfocyten, 
met of zonder rubellavirus. De gecombineerde resulta­
ten van 5 experimenten zijn weergegeven. De hoogste 
waarde van de DNA-synthese van ieder experiment is op 
100% gesteld. 
De stimulatie van gezuiverde lymfocyten door PWM is weerge­
geven in figuur 9; de uitkomsten van 3 experimenten werden gecom­
bineerd. De DNA-synthese is optimaal op dag 7. De stimulatie wordt 
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Figuur 9. Verloop in de tijd van de DNA-synthese per 24 uur in 
kweken van 2 χ 10 met PWM gestimuleerde, gezuiverde 
lymfooyten, met of zonder rubellavirus. De gecombineer­
de resultaten van Ζ experimenten zijn weergegeven. De 
hoogste waarde van de DNA-synthese van ieder experiment 
is op 100% gesteld. 
door rubellavirus geremd. De remming is alleen significant op de 
eerste 5 dagen na stimulatie (P <0,05). 
Ook de PPD-stimulatie van gezuiverde lymfocyten, die opti­
maal is op dag 7, wordt door rubellavirus geremd (figuur 10). De 
remming is significant (P <0.05). 
De stimulatie van gezuiverde lymfocyten door allogene gezui­
verde lymfocyten wordt eveneens door rubellavirus geremd (tabel 
2). De DNA-synthese werd alleen op dag 6 en 7 bepaald. Het ver­
schil in stimulatie tussen wel en niet-geïnfecteerde gemengde 
kweken is significant (P <0,05). Dit was het geval voor zowel 
ongezuiverde als gezuiverde lymfocyten. 
We kunnen dus concluderen dat rubellavirus een effect uit-
oefent op gezuiverde lymfocyten; de stimulatie van deze cellen 
door verschillende mitogenen en antigenen wordt significant ge-
remd. 
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Verloop in de tijd van de DN A-syn­
these -per 24 uur in kweken van 
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Tabel 2. Inbouw van Η-thymidine (cpm χ 10') door ongezuiverde en 
gezuiverde lymfocyten in de gemengde lymfocytenkweek 
al dan niet geïnfecteerd met rubellavirus. 
a) 
Dag van 
labelen 
Virus b) Ongezuiverde 
lymfocyten 
Gezuiverde 
lymfocyten 
Dag 6 6,5 + 0,3 
4,3 + 0,5 
13 + 2 
8 + 2 
Dag 7 7,2 + 0,4 
2,5 + 0,3 
18 + 3 
5 + 1 
De gemengde lymfосуtenkweken, 2 χ 10 cellen van beide dono­
ren, werden 24 uur voor beëindiging van de cultuur gelabeld 
3 3 
met 1 ]iCi H-thymidine. Weergegeven is de H-TdR-incorporatie 
b) 
met standaard fout (cpm χ 10 ) ; 
De kweken waren wel en niet geïnfecteerd met rubellavirus 
(0,S PFU/cel). 
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3.3.2. Effect van rubellavirus op de interaatie tussen macrofagen 
en lymfoeyten -in gestimuLeerde kweken 
3.3.2.1. Invloed van het aantal macrofagen 
Uit de hierboven beschreven experimenten blijkt dat stimula-
tie van gezuiverde lymfocyten door PHA, P1ÏM, PPD en allogene 
cellen door rubellavirus wordt geremd. Dit hoeft niet te beteke-
nen dat het virus direct inwerkt op de lymfocyt. In de gezuiver-
de lymfocytenpopulatie zijn nog monocyten (ongeveer 0,5!) aan-
wezig. Macrofagen spelen een belangrijke rol bij de in-vitro-
stimulatie van lymfocyten (Rosenstreich, -19763). Het is niet uit-
gesloten dat het geringe aantal nog aanwezige macrofagen een 
"helper"-functie uitoefent en dat deze functie door rubellavirus 
wordt geremd ten gevolge waarvan de in-vitro-stimulatie van lym-
focyten wordt onderdrukt. Om dit te onderzoeken werden experimen-
ten uitgevoerd met zogenaamde recombinatiekweken waarbij aan ge-
zuiverde lymfocyten verschillende aantallen macrofagen werden 
toegevoegd (zie paragraaf 2.7.6.). 
Gezuiverde lymfocyten (2 χ 10 per buis) werden geïncubeerd 
met verschillende aantallen macrofagen. De recombinatiekweken 
werden wel of niet met rubellavirus geïnfecteerd (1 PFU/lymfocyt). 
Na 2 uur incubatie werd 0,5! PHA toegevoegd. De kweken werden 
3 
5 dagen later voorzien van 1 yCi Η-thymidine (spec. act. 
5 Ci/mmol) en 24 uur later geoogst. In figuur 11 zijn de uitkom­
sten van 8 experimenten samengevat. In ieder experiment werd de 
maximale DNA-synthese op 100! gesteld. Het blijkt dat in deze 
proefopstelling de stimulatie van de lymfocyten absoluut afhanke­
lijk is van de aanwezigheid van macrofagen. Dit is niet het ge­
volg van een verschil in kinetiek tussen de verschillende kweken. 
In experimenten (die hier niet worden beschreven) waarin de kine­
tiek van de PHA-stimulatie van lymfocyten in aanwezigheid van 
verschillende aantallen macrofagen werd onderzocht, werd aange­
toond dat de optimale DNA-synthese steeds 5 tot 6 dagen na stimu­
latie plaatsvond. 
De DNA-synthese is optimaal bij een concentratie van 
4 
1-2 χ 10 macrofagen. Onze bevindingen zijn in overeenstemming 
met die van anderen (Levis, 1970; Rosenstreich et al., 1976b; 
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Lipsky et al·., 1976). In andere studies werd wel aangetoond dat 
macrofagen de stimulering van lymfocyten versterken, maar niet 
dat macrofagen onmisbaar zijn voor de stimulering (Oppenheim et 
al·., 1976; Schmidtke, 1976). Volgens sommige onderzoekers (Folch 
et al·., 1973; Kasahara eb al·., 1976) zouden macrofagen zelfs de 
stimulatie remmen. Deze discrepantie wordt waarschijnlijk veroor­
zaakt door verschillen in de techniek (Rook, 1975). In de door 
ons gebruikte opstelling was de celdichthcid laag ten gevolge van 
de horizontale positie van de cultuurbuizen. Bij de PHA-stimula-
tie is de "helper"-functie van de macrofaag afhankelijk van de 
celdichtheid. Bij een hoge celdichthcid is de stimulatie van 
lymfocyten minder afhankelijk van macrofagen en wordt de optimale 
DNA-synthese bereikt bij een lage concentratie van macrofagen 
(Ellner et al., 1976; Lipsky et al., 1976). 
DNA synthesis (0/o) 
100 
8 0 
20 40 6 0 Θ0 
number of macrophages (χ IO 3 ) 
Figuur 11. Invloed van macrofagen op de DNA-synthese in kweken 
van 2 χ 10 met РВА gestzmuleerde l·ymfoaytenJ wel· of 
niet geinfeoteerd met rubel·l·avirus. De gecombineerde 
resul·taten van 8 experimenten zijn weergegeven. De 
hoogste waarde var· de DNA-synthese van ieder experi­
ment bs op 100% gestel·d. 
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Zoals in figuur 11 te zien is, varieert de remming door virus in 
met PHA-gestimuleerde kweken bij verschillende concentraties van 
macrofagen. Zo wordt bij toeneming van het aantal macrofagen, de 
remming eerst geringer, daarna sterker (P <0,05). Klaarblijkelijk 
speelt een complex mechanisme hierbij een rol. Misschien oefent 
het virus een effect uit op de functie van zowel de macrofaag als 
de lymfocyt waarbij de mate van stimulatie van betekenis zou kun-
nen zijn. 
Soortgelijke experimenten zijn uitgevoerd om de invloed van 
verschillende aantallen macrofagen na te gaan op de stimulatie 
van lymfocyten door PWM. Tweehonderdduizend gezuiverde lymfocyten 
werden met verschillende aantallen macrofagen geïncubeerd. De re-
combinatiekweken werden wel of niet met rubellavirus geïnfecteerd 
(1 PFU/lymfocyt). Na twee uur incubatie werd 2 jjgr/ml PWM toege-
voegd. De kweken werden 5 dagen later voorzien van 1 uCi 
H-thymidine en 24 uur later geoogst. In figuur 12 zijn de uit-
komsten van 4 experimenten samengevat. In ieder experiment werd 
de DNA-synthese in recombinatiekweken met 1 x 1 0 macrofagen op 
100% gesteld. We zien dat macrofagen de ¿n-Wtro-stimulatie door 
PWM van lymfocyten verhogen. Bij toevoeging van 1 x 1 0 macrofa-
gen is blijkbaar nog geen optimum bereikt. De remming door 
rubellavirus is gelijk bij iedere concentratie macrofagen die 
werd gebruikt. 
We hebben voorts een onderzoek gedaan naar de functie van de 
macrofaag bij de stimulatie van lymfocyten door PPD. De proeven 
met PPD zijn op dezelfde wijze uitgevoerd als die met PHA en PWM 
die hierboven zijn beschreven. Gezuiverde lymfocyten (2 χ 10 
per buis) werden geïncubeerd met verschillende aantallen macro-
fagen. De kweken werden wel of niet met rubellavirus geïnfecteerd 
(0,5 PFU/lymfocyt). Na 2 uur incubatie werd per buis 2 ugr PPD 
toegevoegd. De kweken werden 7 dagen later voorzien van 1 yCi 
Η-thymidine en 24 uur later geoogst. In figuur 13 zijn de uit­
komsten van 3 experimenten samengevat. Het blijkt dat de PPD-
stimulatie afhankelijk is van de macrofaag. Dit is in overeen­
stemming met de bevindingen van Hersh (1968). Evenals Cline 
(1970) vinden wij een optimale PPD-stimulatie bij een macrofaag/ 
lymfocyt verhouding van 0,03. Het effect van rubellavirus op de 
stimulatie door PPD is vergelijkbaar aan het effect in door PHA 
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Figuur 72. 
Invloed van maorofagen op de 
OSA-synthese in kweken van 
2 χ 10 met PWM gestimuleerde 
Zymfocyten, wel of niet geïn-
fecteerd met rube l lavirus. De 20 40 80 100 
number of macrophages (χ IO3) gecombineerde resultaten van 
4 experimenten zijn weergegeven. De hoogste waarde van de DNA 
synthese van ieder experiment is op 100% gesteld. 
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synthese van ieder experiment is op 100% gesteld. 
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gestimuleerde kweken. De DNA-synthese wordt minder geremd indien 
de concentratie van de macrofagen toeneemt. Indien in de kweken 
4 
meer dan 1 χ 10 macrofagen aanwezig zijn, neemt de remming weer 
toe. In vergelijking met de door PHA-gestimuleerde kweken is de 
remming van de stimulatie door PPD groter. Dit werd ook beschre­
ven door Olson (1968). 
Vervolgens werd de functie van de macrofaag in de gemengde 
lymfoaytenkweek en het effect van rubellavirus hierop onderzocht. 
Het is bekend dat allogene macrofagen op zich lymfocyten kunnen 
aanzetten tot proliferatie (Greineder, 1975). Daarnaast wekt de 
macrofaag een reactie op van de lymfocyt tegen allogene cellen 
(Demus, 1974). We hebben recombinatiekweken gebruikt die op de­
zelfde wijze waren samengesteld als de kweken voor de PPD-stimu-
latie. In figuur 14 zijn de resultaten van 3 experimenten weerge­
geven. 
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Figuur 14. Invloed van macrofagen op de DNA-synthese in gemengde 
lymfoaytenkweken, wel of niet geïnfecteerd met rubella-
virus. ledere kweek bevatte 2 χ 10 ongezuiverde lym­
focyten van ieder van beide donoren. De gecombineerde 
resultaten van 3 experimenten zijn weergegeven. De 
hoogste waarde van de DNA-synthese van ieder experi­
ment is op 100% gesteld. 
55 
De stimulatie van lymfocyten is afhankelijk van de aanwezigheid 
van macrofagen. Een maximale DNA-synthese werd gezien bij een 
macrofaag/lymfocyt verhouding van 0,025; deze uitkomst komt over­
een met de bevindingen van Rode (1974). Voorts is het effect van 
rubellavirus op de stimulatie in de gemengde kweken, in verband 
met het aantal macrofagen ongeveer gelijk aan het effect in de 
door PHA en PPD-gestimuleerde kweken. 
2.3.2.2. Proeven met; mu-Lzemacrcfagen 
De rol van de macrofaag bij de stimulatie van lymfocyten 
door PHA kan in plaats van door autologe macrofagen ook door 
fibroblasten en xenogene macrofagen worden vervuld (Schmidtke, 
1976; Lipsky, 1976). Door bij de PHA-stimulatie gebruik te maken 
van xenogene macrofagen die ongevoelig zijn voor rubellavirus, in 
plaats van voor rubellavirus gevoelige autologe monocyten, is het 
DNA s y n t h e s i s C/o) 1 
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Invloed van muizernaorofagen op de DNA-synthese in 
kweken van 2 χ 10 met РИА gestimuleerde> humane lym­
focyten. De kweken waren wel of niet geïnfecteerd met 
rubellavirus. De gecombineerde resultaten van 2 expe-
rimenten zi¿n weergegeven. 
·—— · -Rubella virus 
o — o + Rubella virus 
Figuur 15. 
56 
mogelijk een beter inzicht te verkrijgen in het mechanisme van de 
werking van rubellavirus op de stimulatie van lymfocyten. 
We hebben muizemacrofagen gebruikt. Deze cellen zijn niet ge­
voelig voor rubellavirus (zie Hoofdstuk 5). Macrofagen van vrou­
welijke СЗН/HeJ muizen (zie paragraaf 2.1., Hoofdstuk 2) werden 
in kweek gebracht. Aan buizen met verschillende aantallen macro­
fagen werden 2 x 1 0 gezuiverde lymfocyten toegevoegd. Direct 
hierna werden de cellen geïnfecteerd met rubellavirus (0,5 PFU/ 
lymfocyt); na 2 uur incubatie werd 0,5$ PHA toegevoegd. Vieren-
twintig uur voor het beëindigen van de kweek werd deze voorzien 
van 1 pCi Η-thymidine (spec. act. 25 Ci/mmol). De kweken werden 
op dag 6 geoogst. De resultaten van twee experimenten zijn samen­
gevat in figuur 15. 
Het blijkt, evenals uit de proeven van Schmidtke (1976) en 
Lipsky (1976) dat xenogene macrofagen de PHA-stimulatie van lym­
focyten versterken. De stimulatie is optimaal in aanwezigheid 
4 
van 2 χ 10 macrofagen. Rubellavirus remt de stimulatie. De rem­
ming neemt toe naarmate de stimulatie sterker is. De remming kan 
niet worden toegeschreven aan virusvermenigvuldiging in macrofa­
gen omdat muizemacrofagen ongevoelig zijn voor rubellavirus. We 
moeten dus aannemen dat rubellavirus rechtstreeks een effect op 
de lymfocyt uitoefent en voorts dat de mate van stimulatie hier­
bij van betekenis is. 
3.3.2.3. Onderzoek naar een oplosbare factor 
Twee mechanismen zijn van belang bij de interactie tussen 
•lymfocyten en macrofagen in met PHA gestimuleerde kweken. De ma­
crofagen binden mitogenen aan hun celoppervlak en kunnen het op 
deze wijze in effectieve vorm aan lymfocyten aanbieden 
(Rosenstreich, 1976a). Daarnaast kunnen macrofagen oplosbare stof­
fen vormen die lymfocyten activeren (Gery en Waksman, 1972; 
Rosenstreich et al., 1976b). Om na te gaan of celcontact tussen 
lymfocyt en macrofaag dan wel een door de macrofaag gevormde op­
losbare factor, of beide condities noodzakelijk zijn voor optima­
le stimulatie van lymfocyten door PHA en voor de remming door 
rubellavirus, werd het volgende experiment uitgevoerd. 
We lieten humane perifere monocyten hechten aan glaasjes in 
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Figuur 16. Invloed van macrofagen op de DNA-synthese in kweken 
van 2 χ 10" met PHA gestimuleerde lymf'ooyten. In een 
aantal kweken was er direct contact tussen lymfocyten 
en macrofagen (. . ) , in andere kweken niet (χ χ), 
De gecombineerde resultaten van Ζ experimenten zijn 
weergegeven. 
plaats van aan het glasoppervlak van cultuurbuizen (zie paragraaf 
2.7.2.). Vervolgens werden lymfocyten (2 χ 10 cellen per buis) 
van dezelfde donor wel of niet geïnfecteerd met rubellavirus 
(1 PFU/cel) en na een incubâtie-periode van 2 uur gestimuleerd 
met РИА (0,51 v/v). De buizen werden gelncubeerd in een horizon­
tale positie. Nadat de lymfocyten waren uitgezakt, werden de 
glaasjes voorzichtig ingebracht, zo dat de macrofagen aan de bo­
venkant van het glaasje zaten. De celkweken werden op dag 5 voor­
zien van 1 uCi Η-thymidine (spec. act. 5 Ci/mmol) en 24 uur later 
geoogst. In figuur 16 zijn de uitkomsten van 3 proeven met niet 
beënte kweken samengevat. 
De figuur laat zien dat in afwezigheid van celcontact tussen 
lymfocyt en macrofaag de toeneming van de stimulatie van lymfocy-
ten onder invloed van een toenemend aantal macrofagen, achterwege 
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blijft. De geringe toeneming van de stimulatie in aanwezigheid 
van een groot aantal macrofagen op glaasjes kan veroorzaakt zijn 
door de bewegelijkheid van macrofagen waardoor enig celcontact 
tussen enkele lymfocyten en macrofagen mogelijk was (Rosenstreich, 
1976b). Er zijn geen duidelijke aanwijzingen voor een oplosbare 
factor die in staat zou zijn de PHA-stimulatie van gezuiverde 
lymfocyten te bevorderen. Een mogelijke verklaring hiervoor is 
dat zulke factoren instabiel zijn (Gery, 1974) en dat de celdicht-
heid, die van betekenis is voor het functioneren van deze factoren 
(Ellner, 1976) te laag was. Rubellavirus remt zowel bij aanwezig-
heid van celcontact tussen lymfocyten en macrofagen als bij ont-
breken van celcontact de DNA-synthese. 
Uit de hierboven beschreven proeven blijkt dat bij stimula-
tie van lymfocyten door PHA celcontact tussen lymfocyten en macro-
fagen belangrijk is. Wij konden geen oplosbare factoren in de 
supernatant van kweken van macrofagen aantonen die in staat zijn 
de PHA-stimulatie van lymfocyten te bevorderen. 
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Hoofdstuk 4 
INTERFERON EN DE INTERACTIE TUSSEN RUBELLAVIRUS EN 
HUMANE PERIFERE LYMFOCYTEN 
4.1. INLEIDING 
In Hoofdstuk 3 hebben we gezien dat infectieus rubellavirus 
in staat is de ¿n-yitro-stimulatie van lymfocyten te remmen. Het 
is gebleken dat hierbij de relatie tussen lymfocyten en monocyten 
van betekenis is. Waarschijnlijk is ook de replicatie van het 
virus in de leukocyten hierbij van belang alsmede de mate waarin 
lymfocyten worden gestimuleerd. 
Dat replicatie van rubellavirus in leukocyten plaatsvindt, 
is beschreven door Van Putten (1975). Hij kon alleen replicatie 
in monocyten aantonen. Andere onderzoekers hebben rubellavirus 
geïsoleerd uit lymfocyten van patiënten met congenitale rubella 
(Simons en Jack, 1968; Jack en Grutzner, 1968) of met een post-
natale infectie met rubellavirus (Cappel, 1975). Uit de beschrij-
vingen van deze experimenten is het niet duidelijk of er nog mono-
cyten aanwezig waren in de celsuspensie waaruit het virus werd 
geïsoleerd, zodat op grond van deze proeven niet mag worden gecon-
cludeerd dat rubellavirus zich in lymfocyten kan vermenigvuldigen. 
Om na te gaan welke betekenis de replicatie heeft voor het 
effect van rubellavirus op gestimuleerde lymfocyten kan men ge-
bruik maken van methoden om de virusvermenigvuldiging te remmen. 
Interferon is in staat de replicatie van rubellavirus te remmen 
(Desmyter, 1967) zonder het celmetabolisme in ernstige mate te 
verstoren (Chester, 1973). Toevoeging van interferon zou dus in-
zicht kunnen geven in het mechanisme van de interactie tussen 
rubellavirus en lymfocyten. Er zij echter op gewezen dat stimula-
tie van lymfocyten op zich reeds tot vorming van interferon leidt 
(Notkins, 1975). Deze interieronvorming zou het effect van het 
rubellavirus - onderdrukking van de stimulatie van lymfocyten -
op indirecte wijze kunnen beïnvloeden doordat de virusvermenig-
vuldiging wordt geremd. In dit hoofdstuk wordt een onderzoek 
beschreven naar het effect van behandeling met exogeen interferon 
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en van interferon-synthcse door gestimuleerde lymfocyten op de 
remming door rubellavirus. 
4.2. EFFECT VAN EXOGEEN INTKRFKPON OP DE REPLICATIE VAN RUBELLA-
VIRUS IN ONGEZUIVERDE LYMFOCYTEN 
Interferon is in het algemeen in staat de vermenigvuldiging 
van rubellavirus bij een acute infectie te remmen (Dcsmyter, 
1967). Of dit ook geldt voor de replicatie in leukocyten is niet 
duidelijk. Het leek ons van belang een onderzoek te doen naar de 
antivirale werking van interferon op de replicatie van rubella­
virus in ongezuiverde lymfocyten en naar de omstandigheden die 
hierbij van betekenis zijn. 
4.2.1. Effect van de dosis interferon op de replicatie 
Eerst werd een onderzoek gedaan naar het verband tussen de 
dosis interferon en de virusvermenigvuldiging. Hiertoe werden on­
gezuiverde lymfocyten in kweek gebracht (2 χ 10 cellen per buis) 
en direct na aanvang 18 uur voorbehandeld met verschillende con­
centraties interferon. 
Na infectie met rubellavirus [0,5 PFU/cel) werd op dag 6 de 
virustiter bepaald met behulp van de plaque-test volgens para­
graaf 2.4.1. In figuur 17 zijn de uitkomsten van 3 experimenten 
samengevat. De titer in kweken die niet met interferon waren voor-
behandeld, werd op 1001 gesteld. Aangegeven zijn de dosis-respons­
curven voor de wel of niet met ΡΙΙΛ (1%) gestimuleerde kweken. De 
virusreplicatie in de niet-gestimuleerde kweken is bij een inter-
feron-concentratie van 1-2 eenheden per ml tot 501 gereduceerd. 
Voor de wel met PHA gestimuleerde kweken is dit het geval bij een 
concentratie van 4 eenheden per ml. In beide soorten kweken wordt 
de virusvermenigvuldiging bijna volledig geremd door een inter-
feron-concentratie van 50 of meer E per ml. 
4.2.2. üe omstandigheden waaronder exogeen interferon de verme-
nigvuldiging van rubellavirus remt. 
Vervolgens hebben we een onderzoek gedaan naar de invloed 
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1 2 
og U/ml interferon 
Figuur 17. 
Effect van interferon, toe-
gevoegd vóór de virusenting 
(18 uur), op de vermenig-
vuldiging van rubellavirus 
in kweken van 2 χ 10 onge­
zuiverde lymfooyten. De lymfосу ten werden wel of niet gestimuleerd 
met РИА. De titer werd bepaald op dag 6 na infectie. De titer in 
kweken zonder interferon werd op 100% gesteld. De resultaten van 
Ζ experimenten zijn weergegeven. 
virus titerC/o) · 
Figuur 18. 
Invloed van het tijdstip, waarop inter­
feron nâ infectie wordt toegevoegd, op 
de replicatie van rubellavirus in onge-
zuiverde lymfocyten, al dan niet gesti-
muleerd door PHA. De titer werd bepaald 
op dag 6 na infectie. 
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doy oí addition of interferon 
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van het tijdstip van voevoeging van interferon op de virusverme-
nigvuldiging. Aan kweken van ongezuiverde lymfocyten werden op 
verschillende dagen na de virusenting 50 eenheden interferon 
toegevoegd. ledere kweek bevatte 2 x 1 0 cellen. De virustiter 
werd steeds op dag 6 na enting bepaald. 
Figuur 18 laat zien dat het effect van interferon afneemt 
naarmate het op een later tijdstip wordt toegevoegd. In de niet-
gestimuleerde kweken - waarin de macrofaag het belangrijkste cel-
type is voor de virusreplicatie (Hoofdstuk 5) - oefent interferon 
na dag 2-3 geen effect meer uit. Experimenten van Desmyter (1967) 
hebben aangetoond dat interferon de virusproduktie alleen kan 
remmen in cellen die eerst aan interferon zijn blootgesteld en 
pas daarna aan rubellavirus. Het lijkt waarschijnlijk dat in niet-
gestimuleerde kweken vrijwel alle cellen die tot virusproduktie 
in staat zijn, op dag 3 reeds waren geïnfecteerd, zodat interferon 
geen invloed meer kon uitoefenen. Voor de met РИА gestimuleerde 
kweken is het verloop anders. De virusvermenigvuldiging wordt wel­
iswaar eveneens minder geremd naarmate het interferon op een la­
ter tijdstip wordt toegevoegd, maar de remming is toch nog 801 op 
dag 3. Klaarblijkelijk zijn er op dit tijdstip nog steeds cellen 
beschikbaar die tot virusproduktie in staat zouden zijn geweest 
indien geen interferon zou zijn toegevoegd. 
Vervolgens hebben we onderzocht hoelang interferon (50 E/ml), 
dat direct bij de aanvang van de kweek van ongezuiverde lymfocyten 
werd toegevoegd, nog in staat blijft de virusvermenigvuldiging te 
remmen. Aan wel of niet met interferon behandelde kweken van onge­
zuiverde lymfocyten (2x10 cellen per kweek) werd op verschil­
lende tijdstippen rubellavirus (0,5 PFU/cel) toegevoegd. Zes 
dagen na virusenting werd de titer bepaald. In de ni et-gestimuleer­
de kweken wordt de virusreplicatie na dag 0 geleidelijk iets min­
der sterk door interferon geremd (figuur 19). In de met РИА ge­
stimuleerde kweken neemt het effect van interferon nauwelijks af. 
Dat de antivirale activiteit van interferon langzaam afneemt, is 
ook door andere onderzoekers gevonden (Baron, 1968). 
De proeven laten dus zien dat interferon de rubellavirus-
replicatie in wel of niet met PHA gestimuleerde, ongezuiverde 
lymfocyten remt. Voor de remming in gestimuleerde kweken is een 
hogere concentratie interferon vereist (figuur 17). liet antivirale 
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Figuur' 19. Invloed van het tijdstip van virusenting op de remmen­
de werking van interferon (50 eenheden per 2 χ 10 on­
gezuiverde lymfoayten) op de virusvermenigvuldiging. 
De kweken, al dan niet gestimuleerd met PHA, werden 
op dag 0 behandeld met interferon. De titer werd be­
paald 6 dagen na infectie. 
effect van interferon blijft vrij lang aanwezig (ten minste 3 
dagen) (figuur 19). Voorts zijn er indirecte aanwijzingen dat de 
virusproduktie in eenmaal geïnfecteerde cellen niet meer wordt ge-
remd (figuur 18). 
4.Z. EFFECT VAN EXOGEEN INTERFERON OP DE DOOR RUBELLAVIRUS GEÏN-
DUCEERDE REMMING VAN DE DNA-SYNTHESE IN GESTIMULEERDE 
LYMFOCYTEN 
4.3.1. Effect van interferon in de lymf'осуtenkweken 
Wij hebben vervolgens een onderzoek gedaan naar het effect 
van interferon op de door rubellavirus veroorzaakte remming van 
de DNA-synthese in kweken van gestimuleerde lymfocyten. Hiertoe 
werden ongezuiverde, met PRA (0,51) gestimuleerde lymfocyten in 
kweek gebracht (2 χ 10 cellen per buis). De kweken werden ver­
deeld in twee groepen, die respectievelijk wel en niet met inter-
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feron (50 li por kweek) werden voorzien. Na incubatie gedurende 
2 uur werd (in beide groepen) wel of geen rubellavirus (0,5 PFU/ 
cel) toegevoegd en werd zowel in de groep met interferon als in 
die zonder interferon, op verschillende dagen de remming door 
rubellavirus van de DNA-synthese bepaald (paragraaf 3.2.1.)· In 
figuur 20 zijn de resultaten van 3 experimenten samengevat. 
inhibition of DNA synthesis(%) 
• · - interferon 
о о + interferon 
у 
—о ^^ \ 
О —
 ч
 _ о -
 Ч 
τ 1 1 1 1 • 1 ' 
2 4 6 8 
days af ter st imulat ion 
Figuur 20. ¡iffeot van interferon op de remming door rubellavirus 
van de DNA-synthese in kweken van met PHA gestimuleer-
de, ongezuiverde lymfосу ten. De gecombineerde resul­
taten van 3 experimenten zijn weergegeven. Hierbij 
werd zowel in de groep met interferon als in die zon­
der interferon de DNA-synthese} in afwezigheid van 
rubellavirus, op 100% gesteld. 
Het is duidelijk dat interferon de remmende werking van rubella­
virus onderdrukt (P <o,o5) en wel vanaf dag 5, het tijdstip waar­
op - zoals in figuur 28 (Hoofdstuk 5) is weergegeven - de virus­
vermenigvuldiging maximaal is. De remming wordt echter niet vol­
ledig teniet gedaan. Dit kan men als volgt verklaren. Infectieus 
virus remt de DNA-synthese. De remming neemt toe naarmate er meer 
infectieus virus is. Interferon onderdrukt de virusvermenigvuldi­
ging en verhindert zo de toeneming van de remming. Een volledig ef­
fect treedt echter niet op omdat interferon het virus niet inacti-
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veert. We hebben in Hoofdstuk 3 (paragraaf 3.2.3.) gezien dat ge-
ïnactiveerd virus de DNA-synthesc in het geheel niet remt. 
We hebben vervolgens dezelfde experimenten uitgevoerd met 
kweken van ongezuiverde lymfocyten die met PWM (2 pgr/ml) in 
plaats van met PHA werden gestimuleerd. Figuur 21, waarin de re-
sultaten van 3 experimenten zijn samengevat, laat zien dat inter-
feron in deze kweken slechts weinig effect uitoefent. De verschil-
len in remming tussen de wel en niet met interferon behandelde 
kweken zijn niet significant (P >0,05). Dit kan worden toegeschre-
ven aan het feit dat de replicatie van rubellavirus in kweken van 
met PWM gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten gering is (Hoofd-
stuk 5, figuur 28), zodat een effect van interferon ook nauwelijks 
te verwachten is. 
Daarna werden op dezelfde wijze experimenten met kweken van 
met PPD gestimuleerde lymfocyten verricht. Zowel gezuiverde als 
ongezuiverde lymfocyten werden gebruikt. In figuur 22a zijn de 
inhib i t ion of DNA synthesis(%) , 
• · - interferon 
100- о о «• interferon 
8 0 -
6 0 -
40
" К 
'Χ /1 
1-^ -Л 1 V W | , ,1 
2 4 6 8 10 
days a f t e r stimulation 
Figuur 21. Effect van interferon op de remming door rubellavirus 
van de DNA-synthese in kweken van met PWM gestimuleer-
de} ongezuiverde lymfocyten. De gecombineerde resulta­
ten van 3 experimenten zijn weergegeven. Hierbij werd 
zowel in de groep met interferon als in die zonder 
interferon de Dl·!A-synthese, in afwezigheid Van rubella-
virus, op 100% gesteld. 
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Figuur 22. Effect van interferon op de remming door rubellavirus 
van de DNA-synthese in kweken van met PPD gestimuleer­
de, ongezuiverde (a) en gezuiverde (b) lymfосу ten. 
De gecombineerde resultaten van 3 experimenten zijn 
weergegeven. Hierbij werd zowel in de groep met inter­
feron als in die zonder interferon de DtlA-synthese in 
afwezigheid van rubellavirusj op 100% gesteld. 
resultaten van proeven met ongezuiverde lymfocyten weergegeven. 
Het blijkt dat interferon de remmende werking van rubellavirus 
niet significant onderdrukt (P >0,0S). In figuur 22b zijn de re­
sultaten van proeven met gezuiverde lymfocyten weergegeven. De 
virale remming wordt nu wel significant door interferon onder­
drukt (P <0,05). Een mogelijke verklaring voor deze resultaten 
is dat in kweken van met PPD gestimuleerde, ongezuiverde lymfo­
cyten zo veel interferon de novo ontstaat, dat hierdoor de repli­
catie van virus en bijgevolg de remming wordt onderdrukt; een 
eventueel effect van exogeen interferon zou hierdoor niet tot 
uiting kunnen komen. Dat er wel een effect aantoonbaar is in kwe­
ken van gezuiverde lymfocyten, berust waarschijnlijk op het feit 
dat in deze kweken ten gevolge van een te gering aantal macrofa-
gen slechts weinig endogeen interferon ontstaat (Babiuk, 1976). 
De bovengenoemde experimenten, in het bijzonder die met PHA 
en PPD, wijzen er op dat er replicatie van rubellavirus moet 
plaatsvinden om een maximaal effect van het virus op de DNA-
synthese in kweken van gestimuleerde lymfocyten te verkrijgen. 
De experimenten geven echter geen antwoord op de vraag of het 
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virus zich in de macrofaag, in de lymfocyt of in beide typen moet 
vermenigvuldigen. 
4.3.2. Effect van interferon in reaombinatiekweken 
Het is bekend dat sommige virussen zich wel in gestimuleerde 
lymfocyten vermenigvuldigen maar niet in niet-gestimuleerde cel­
len (o.a. Joseph et al., 1975; Denman, 1973; Lambriex en Van der 
Veen, 1976). In een eerder onderzoek in ons laboratorium kon geen 
vermenigvuldiging van rubellavirus in gestimuleerde lymfocyten 
worden aangetoond (Van Putten, 1975). 
De resultaten van de reeds beschreven experimenten met recom-
binatiekweken van humane lymfocyten en muizemacrofagen (paragraaf 
3.3.2.2.) wezen er echter op dat rubellavirus zich in gestimuleer­
de lymfocyten wel kan vermenigvuldigen. In het volgende experiment 
hebben we onderzocht of virusvermenigvuldiging in de lymfocyt, in 
de macrofaag of in beide celtypen van betekenis is voor de remming 
van de stimulatie van lymfocyten. Hiertoe werden lymfocyten en 
inhibition of DNA synthesis (%) 
1 0 0 -
• · L-int ; M-int 
x-·—x L+int; M-int 
o o L-int; M + int. 
Δ Λ L + int. M * int 
-г 
2 0 4 0 6 0 ΘΟ 
number of macrophages (χ I O 3 ) 
Figuur 23. Effect van voorbehandeling met interferon van resp. 
lymfocyten en macrofu.gen op de remming door rubella­
virus van de DNA-synthese in de met PHA gestimuleerde 
reaombinatiekweken. De gecombineerde resultaten van 
3 experimenten zijn weergegeven. 
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macrofagen die bestemd waren voor recombinatiekwekcn - culturen 
van gezuiverde lymfocytcn waaraan verschillende aantallen macro-
fagen zijn toegevoegd - alzondcrlijk wel of met voorbehandeld 
met interferon. De cellen werden gedurende 18 geïncubeerd met 
50-100 L interferon. \a wegwassen van extracellulair interferon 
werden de cellen bij elkaar gevoegd. Daarna werden gerecombineer-
de kweken wel of met beent met rubellavirus [1 PFU/lymfocyt). 
Na een incubatie gedurende 2 uur werden de kweken voorzien van ΡΙΙΛ 
(0,5° v/v). Vervolgens werd bepaald in welke mate rubellavirus 
de stimulatie door РИА remt. De gecombineerde resultaten van 3 ex­
perimenten zijn weergegeven in figuur 23. De figuur laat zien dat 
interferon het effect van rubellavirus (namelijk remming van de 
stimulatie van lymfocyten) onderdrukt. Hierbij doet het er met 
toe of lymfocyten dan wel macrofagen met interferon worden voor-
behandeld. Het blijkt dat wanneer zowel macrofagen als lymfocyten 
worden voorbehandeld, interferon de remming door rubellavirus 
vrijwel geheel onderdrukt. Wanneer slechts een van beide celpopu­
laties wordt voorbehandeld, is het effect van interferon op de 
remming geringer. Dit wijst er op dat zowel door replicatie m 
lymfocyten als in macroiagen de remming van de stimulatie door 
rubellavirus toeneemt. In Hoofdstuk 5 zullen experimenten worden 
beschreven waarin belangrijkere aanwijzingen worden verkregen 
voor een rubellavirusvermemgvuldiging in macrofagen en gestimu­
leerde lymfocyten. 
4.4. VORMING /Ali IRTERFLPOF DOOR GESTIMULEERDt TYMFOCÏTEV 
Onder invloed van stimulatie door mitogenen of specifieke 
antigcncn produceren lymfocyten interferon (Kotkins, 1975). Het 
is mogelijk dat het gevormde interferon de remming van de stimu-
latie van lymfocyten door rubellavirus onderdrukt. We hebben im-
mers m paragraaf 4.3. gezien dat exogeen interferon de replica-
tie van rubellavirus en daardoor de remming van de DNA-synthese 
kan onderdrukken. Het is denkbaar dat dit ook het geval is voor 
interferon dat door de gestimuleerde lymfocyten wordt gevormd. 
Het leek ons van belang te onderzoeken onder welke omstandigheden 
interferon wordt geproduceerd. 
Eerst hebben we een onderzoek gedaan naar de znvloed van de 
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m-itogeenaonaentvatie op de interferonproduktie. Aan kweken van on­
gezuiverde lymfocyten (2 χ 10 cellen per buis) werden verschil­
lende hoeveelheden mitogeen, PHA of PWM toegevoegd. Vijf dagen 
later werd de interferontiter bepaald volgens de in paragraaf 2.6. 
beschreven methode. Figuur 24 laat zien dat de interferontiter 
3 0 -
2 0 -
1 0 - ya7 
. · PHA 
o---o PWM 
/—fi ^ 
Ι ι 1 I i l M | 1 1 'J 1 l l l | 
001 002 005 01 02 0.5 1 2 
Ajg/ml PWM(x10)/»/.(v/v)PHA 
Figuur 24. Invloed van de concentratie van PHA of PWM op de vor­
ming van interferon in kweken van 2 χ 10 ongezuiverde 
lymfocyten. De titer van interferon werd S dagen na 
toevoeging van PHA of PWM bepaald. De gecombineerde 
resultaten van 2 experimenten zijn weergegeven. 
hoger wordt bij toeneming van de mitogeenconcentratie. Voor beide 
mitogenen wordt een maximum bereikt, en wel bij een concentratie 
van 2-504 (v/v) voor PHA en bij een concentratie van 10 yg/ml 
voor PWM. 
Vervolgens hebben we onderzocht op welk tijdstip interferon 
wordt geproduceerd in kweken van ongezuiverde, gestimuleerde 
lymfocyten (2 χ 10 cellen per buis). Voor de proeven werden 2 
verschillende concentraties mitogeen gebruikt, een suboptimale 
en een als optimale te beschouwen concentratie: 0,11 en M PHA 
resp. 0,5 pg/ml en 5 ug/ml PWM. We beschrijven in deze paragraaf 
de proeven met de optimale doses mitogeen. In paragraaf 4.5. wor­
den de uitkomsten van de proeven met de twee verschillende concen­
traties vergeleken. In figuur 26 is de interferonproduktie weer-
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gegeven in kweken van met РИА gestimuleerde lymfocyten. Het blijkt 
dat interferon reeds na 24 uur aantoonbaar is. De maximale titer 
wordt op dag 4 gevonden. De in paragraaf 3.2.1. beschreven proe­
ven hebben aangetoond dat de maximale DNA-synthese op dag 5 wordt 
bereikt. De door ons verkregen resultaten zijn ongeveer gelijk 
aan de bevindingen van Epstein (1971) en Green (1969). Uit enkele 
onderzoekingen blijkt dat de produktie van interferon door gesti­
muleerde lymfocyten begint op het moment waarop eiwitsynthese toe­
neemt (Ling en Kay, 1975). 
Ook na stimulatie met PW'M wordt interferon gevormd (figuur 
27). Interferon is vanaf dag 3 aantoonbaar; de produktie is maxi­
maal op dag 5. Na stimulatie met PHA wordt meer interferon gevormd 
dan na stimulatie met PWM; het verschil is echter gering. 
Uit de literatuur (Notkins, 1975) is het bekend dat interfe­
ron in staat is de stimulatie van lymfocyten te remmen, mits de 
concentratie voldoende hoog is. Sommige onderzoekers veronder­
stellen dat de remming van de DNA-synthese door rubellavirus op 
inductie van interferon berust (Maller, 1977). Dit lijkt echter 
niet waarschijnlijk. Interferon remt weliswaar de stimulatie van 
voorbchandelde kweken (Kotkins, 1975). Wij hebben dit ook aange­
toond in experimenten waarbij een grote dosis interferon (50-100 
eenheden) wordt gebruikt. De stimulatie van lymfocyten door mito­
genen (1) en antigenen (2) is verlaagd, resp. 30 jb 15°6 en 
45 +_ 171 (niet beschreven experimenten). Maar we hebben geen in­
terferon kunnen aantonen in geïnfecteerde, niet-gestimuleerde 
kweken waarin virusvcrmenigvuldiging plaatsvond, vergeleken met 
niet-geïnfecteerde kweken. Ook hebben we geen aanwijzingen gevon-
den voor een extra interferonproduktie in geïnfecteerde kweken 
van gestimuleerde lymfocyten vergeleken met die in de niet-geïn-
fecteerde gestimuleerde kweken. Waarschijnlijk is de bovengenoem-
de hypothese dan ook niet juist. 
Vervolgens werd een onderzoek gedaan naar de betekenis van de 
maarofaag voor de produktie van interferon door gestimuleerde 
lymfocyten. Hiervoor hebben we gebruik gemaakt van recombinatie-
kweken, zoals die in paragraaf 2.7.6. zijn beschreven. De recom-
binatiekweken bestonden uit 2 x 1 0 gezuiverde lymfocyten, waar-
aan verschillende aantallen macrofagen waren toegevoegd. De kwe-
ken werden gestimuleerd met PUA (0,5ço) of PWM (2 vjg/ml) . Op dag 5 
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Figuur 25. Invloed van macro fagen op de vorming van interferon 
in kweken van met PHA of PWM gestimuleerde lymfooyten. 
De titer van interferon werd 5 dagen na toevoeging van 
van PHA of PWM bepaald. De gecombineerde resultaten 
van 3 experimenten zijn weergegeven. 
werd de interferontiter bepaald. Er blijkt een duidelijk verband 
te bestaan tussen de aanwezigheid van de macrofagen en de vorming 
van interferon door gestimuleerde lymfocyten (figuur 25). De 
interferonsynthese neemt toe bij toeneming van het aantal macro-
fagen. Deze resultaten komen overeen met de bevindingen van an-
deren (Epstein, 1971, 1976). Ook voor de produktie van interferon 
door met PPD gestimuleerde lymfocyten zou de aanwezigheid van 
macrofagen vereist zijn (Babiuk, 1976). 
4.5. CORRELATIE TUSSEN INTERFEROÏIVORMING, REMMING VAU DE STIMULA-
TIE DOOR RUBELLAVIRUS EN VIRUSVERMENIGVULDIGING 
Uit het voorafgaande is gebleken dat verschillende mechanis-
men een rol spelen bij de interactie tussen rubellavirus en lym-
focyten. Rubellavirus remt de stimulatie van lymfocyten. Gestimu-
leerde lymfocyten vormen interferon; de hoeveelheid interferon 
neemt toe naarmate de stimulatie sterker is. Interferon onderdrukt 
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de stimulatie van lymfocyten, evenals rubellavirus. Het eiwit 
oefent een directe werking uit op de cellen. Anderzijds kan inter­
feron de stimulatie op indirecte wijze bevorderen doordat het de 
virusreplicatie onderdrukt en hierdoor de remming door virus ver­
hindert. Omdat het effect van interferon op de stimulatie van lym­
focyten en op de virusreplicatie afhankelijk is van de concentra­
tie van deze stof en omdat de hoeveelheid door lymfocyten gevormd 
interferon op haar beurt weer afhankelijk is van de mate van sti-
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Figuur 26. Het verloop гп de tijd van de vermenigvuldiging van 
rubellavirus} de vorming van interferon en de remming 
door rubellavirus van de DNA-synthese in кыекеп van 
2 χ 10 ongezuiverde lymfocyten. Stimulatie vond 
plaats door 0,1% of l,07o PHA.. De gecombineerde resul-
vaten van 'ό experimenten zijn weergegeven. 
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mulatie, is het waarschijnlijk dat het uiteindelijke effect van 
rubellavirus op lymfocyten verband houdt met de dosis mitogeen 
die voor stimulatie wordt gebruikt. We hebben daarom tegelijker-
tijd het verloop in de tijd bepaald van de produktie van inter-
feron (zie paragraaf 4.4.)» de virusvermenigvuldiging (zie para-
graaf 5.2.) en de remming van de DNA-synthese onder invloed van 
rubellavirus (zie paragraaf 3.2.1.) in kweken van lymfocyten die 
waren gestimuleerd met een optimale of suboptimale dosis mito-
geen. Voor de stimulatie werd PHA en PWM gebruikt. 
Aan wel of niet met rubellavirus beënte kweken (1 PFU/cel) 
van ongezuiverde lymfocyten (2 χ 10 cellen per kweek) werd 0,11 
(suboptimale dosis) of M (optimale dosis) PHA toegevoegd (zie 
paragraaf 2.7.1. en 2.8.). De interferontiters, de virustiters 
en de remming van de DNA-synthese door rubellavirus werden tel­
kens op diverse tijdstippen bepaald. In figuur 26 zijn de resul­
taten van 3 experimenten samengevat. We hebben in paragraaf 
4.2.2. (figuur 18) aangetoond dat interferon alleen de vermenig­
vuldiging van rubellavirus in macrofagen remt wanneer het gedu­
rende de eerste 18 uur van de kweek aanwezig is. Figuur 26 
(bovenste gedeelte) laat zien dat in de met een optimale dosis 
PHA gestimuleerde kweken de interferontiter na 24 uur reeds zo 
hoog is, dat men op grond van de bevindingen in paragraaf 4.2.1. 
(figuur 17) mag verwachten dat de replicatie door interferon 
wordt geremd. In de met een suboptimale dosis PHA gestimuleerde 
kweken werd gedurende de eerste 24 uur geen interferon aangetoond. 
Het is dan ook te verwachten dat in de kweken van lymfocyten die 
met een optimale dosis PHA waren gestimuleerd, minder virus wordt 
gevormd dan in de kweken waaraan een suboptimale dosis РИА was 
toegevoegd. Figuur 26 (onderste gedeelte) laat zien dat dit inder­
daad het geval was; het verschil in virusproduktie tussen beide 
soorten kweken was gedurende de eerste dagen significant (P <0,05). 
We hebben in paragraaf 4.3.2. (figuur 23) gezien dat de replicatie 
van rubellavirus in macrofagen van betekenis is voor de remming 
van de DNA-synthese door het virus; de remming was groter indien 
er meer virus werd gevormd. Vocral de eerste 4 dagen van de kweek 
zijn van belang, omdat in deze periode de virusvermenigvuldiging 
in macrofagen het grootst is, zoals we in Hoofdstuk 5 zullen be­
schrijven. Uit onze proeven bleek dat juist gedurende de eerste 
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dagen de virusproduktie verlaagd is in kweken met een optimale 
dosis PHA (figuur 26). Men mag verwachten dat als gevolg hiervan 
de remming van de DNA-synthese minder sterk is in kweken met een 
optimale dosis РИА dan in die met een suboptimale dosis. Deze 
veronderstelling wordt door de resultaten (middelste gedeelte 
van figuur 26) bevestigd; het verschil in remming was signifi­
cant (P <0,05). 
Er werd eenzelfde onderzoek uitgevoerd met lymfocyten die 
door twee concentraties PWM, resp. 0,S gr/ml (suboptimale dosis) 
en 5 yg/ml (optimale dosis) waren gestimuleerd. De resultaten 
van 3 experimenten zijn samengevat in figuur 27. In kweken met 
een hoge concentratie PWM is interferon aantoonbaar vanaf dag 3, 
terwijl dit in kweken met een lage concentratie PWM eerst vanaf 
dag 5 het geval is (bovenste gedeelte van figuur 27). Ook de 
maximale interferontiter wordt in kweken met een hoge dosis PWM 
eerder bereikt. De maximale titers in beide soorten kweken zijn 
ongeveer even hoog. De snellere vorming van interferon gaat ge­
paard met een verminderde virusproduktie; in kweken met een hoge 
concentratie PWM vond geen aantoonbare virusvermenigvuldiging 
plaats, in kweken met een lage concentratie PWM wel (onderste 
gedeelte van figuur 27). Dat de snelheid van interieronvorming 
en niet zozeer de uiteindelijke maximale titer van betekenis is, 
is begrijpelijk. Kvenals voor de proeven met door PHA gestimuleer­
de lymfocyten, mag - op grond van het verschil in virusvermenig­
vuldiging tussen met optimale en suboptimale dosis gestimuleerde 
lymfocyten - ook voor de met PWM gestimuleerde lymfocyten een 
geringe remming worden verwacht bij gebruik van een optimale 
dosis mitogeen. Dit was inderdaad het geval (middelste gedeelte 
van figuur 27). Het verschil in remming tussen kweken met een op­
timale dosis PWM en die met een suboptimale dosis was vanaf dag 5 
significant (P <0,05). 
De hierboven beschreven proeven hebben aangetoond dat er in 
met rubellavirus geïnfecteerde kweken die met een optimale dosis 
mitogeen (PHA of PWM) zijn gestimuleerd, gedurende de eerste 4 
dagen meer interferon wordt gesynthetiseerd, minder virus wordt 
gevormd en de DNA-synthese minder wordt geremd dan in kweken die 
met een suboptimalc dosis mitogeen zijn behandeld. Het effect van 
rubellavirus op gestimuleerde lymfocyten houdt dus verband met de 
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concentratie van het stimulerende mitogeen. 
interferon t i t e r • 
( U/ml ) 
2 0 
10-
•—· OSug/ml PWM 
o—o 5.0 ug/ml PWM 
- 0 - / - 0 , 
ч
 t.i-ï"~T -T—7 
inhibition of 
DNA synthesis C/.) 
4 0 
20-
- I 1 1 1 1 1 · -
Rubella virus titer 
( P F U / m l ) 
100 
50-
20-
^ \ — N 
X 
\ 
N) 
4 6 θ 
days of culture 
Figuur 27. Verloop ъп de tijd van vermenigvuldiging van rubella-
virus, de vorming van interferon en de remming door 
rubellavirus van de DNA-synthese in kweken van 2 χ 10* 
ongezuiverde lymf'осуten. Stimulatie vond plaats door 
OjS \ig/ml of 5,0 \ig/ml PWM. De gecombineerde resulta­
ten van 3 experimenten zijn weergegeven. 
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Hoofdstuk 5 
REPLICATIE VAN RUBELLAVIRUS IN LYMFOCYTEN 
EN MACROFAGEN 
5.2. INLEIDING 
In een eerder onderzoek op ons laboratorium (Van Putten, 
1975) is aangetoond dat rubellavirus zich kan vermenigvuldigen 
in perifere, mononucléaire leukocyten. De replicatie vindt ver-
moedelijk in de macrofaag plaats. Er waren geen duidelijke aan-
wijzingen dat rubellavirus zich in lymfocyten kan vermenigvuldi-
gen. Zoals reeds werd vermeld, hebben andere onderzoekers rubella-
virus geïsoleerd uit lymfocyten van patiënten met congenitale 
rubella of een postnatale infectie met rubellavirus (Simons en 
Jack, 1968; Cappel, 1975). Uit de beschrijvingen van deze expe-
rimenten is niet duidelijk of er nog andere celtypen dan lymfocy-
ten aanwezig waren in de celsuspensie waaruit het virus werd ge-
ïsoleerd, zodat op grond van deze proeven niet mag worden gecon-
cludeerd dat rubellavirus zich in lymfocyten kan vermenigvuldi-
gen. 
De uitkomsten van de in de Hoofdstukken 3 en 4 beschreven 
proeven geven indirect aanwijzingen dat rubellavirus zich in ge-
stimuleerde lymfocyten kan vermenigvuldigen. Het leek ons van 
belang nader onderzoek te doen naar de onderscheiden gevoeligheid 
van lymfocyt en macrofaag voor wat betreft de virusvermenigvuldi-
ging. In het bijzonder werd hierbij aandacht besteed aan het ver-
loop van de virusproduktie en aan de eventuele betekenis van de 
stimulatie van lymfocyten door verschillende mitogenen. Om een 
beter kwantitatief inzicht te verkrijgen in de gevoeligheid van 
lymfocyten en macrofagen voor rubellavirus werd onderzoek gedaan 
naar het aantal virus-producerende cellen ("infective centers"). 
5.2. REPLICATIE IN ONGEZUIVERDE LYMFOCYTEN 
Van Putten (1975) vond geen significant verschil in virus-
produktie tussen lymfocyten die respectievelijk wel en niet met 
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PHA waren gestimuleerd. Uit onze proeven (paragraaf 4.5.) bleek 
dat de virusproduktie in kweken van ongezuiverde lymfocyten met 
een hoge concentratie mitogccn anders verloopt dan die in kweken 
met een lage concentratie. Het leek ons van belang nader onder­
zoek te doen naar het effect van stimulatie op de replicatie in 
ongezuiverde lymfocyton. Als mitogeen werd РИА (0,5° v/v) of P\VM 
(2 yg/ml) gebruikt. 
Kweken van ongezuiverde lymfocyten (2 χ 10 cellen per 
kweek) werden geïnfecteerd met rubellavirus (0,5 PFU/cel). Na een 
incubatieperiode van 18 uur bij 36 С werd het niet-geadsorbeerde 
virus weggewassen (zie paragraaf 2.8.) en werden de lymfocyten 
wel of niet met PHA of PWM gestimuleerd. Vervolgens werd iedere 
dag een aantal kweken geoogst. Na beëindiging van het gehele ex-
periment werd met behulp van een plaque-test (zie paragraaf 
2.4.1.) de virusopbrengst bepaald. De zo verkregen resultaten 
zij samengevat in figuur 28. In de kweken van nict-gestimuleerde 
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Figuur 28. Verloop in de tijd van de vermenigvuldiging van 
rubellavirus in kweken van 2 χ 10 ongezuiverde lym­
focyten. Stimulatie vond plaats met controle-medium, 
0,5% PHA of 2 \ig/ml PWM. De gecombineerde resultaten 
van S experimenten zijn weergegeven. 
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lyrafocyten vond virusvermenigvuldiging plaats. De maximale titer 
bedroeg 10 PFU/ml. Deze waarde is 10 maal lager dan die door Van 
4 
Putten (1975) bepaald (ongeveer 10 PFU/ml). Het verschil is waar­
schijnlijk toe te schrijven aan het verschil in de concentratie 
cellen, resp. 1 χ 10 cellen/ml (Van Putten) en 2 χ 10 cellen/ 
ml. De maximale titer werd op dag 3 bereikt. Ook dit verschil kan 
worden verklaard door de lagere concentratie cellen in ons onder­
zoek. 
De curve van virusvermenigvuldiging in de met PHA gestimu­
leerde lymfocyten heeft een ander verloop. De gemiddelde maximale 
virustiter (van 5 experimenten) is vrijwel gelijk aan die in de 
niet-gestimuleerde celkweken. De maximale.titer wordt op een later 
tijdstip bereikt, namelijk op dag 5 tot 6 na virusenting. De.eer­
ste 3 dagen na enting is de replicatie in gestimuleerde kweken la­
ger dan die in de niet-gestimuleerde kweken (P <0,05). Vanaf dag 
5 is de virusvermenigvuldiging in de gestimuleerde kweken juist 
hoger (P <0,05). Het remmende effect van PHA op de virusproduktie 
gedurende de eerste dagen kan worden verklaard door de vorming 
van interferon (paragraaf 4.4.) dat de virusvermenigvuldiging 
onderdrukt. De hogere virusproduktie op een later tijdstip in 
kweken met PHA zou er op kunnen wijzen dat het virus zich in ge­
stimuleerde lymfocyten vermenigvuldigt. Andere proeven die hier­
onder beschreven worden (paragraaf 5.4.) wijzen hier ook op. 
De virusproduktie in de met PWM gestimuleerde lymfocyten is 
gedurende de gehele onderzoekperiode lager (P <0,05) dan die in 
de niet-gestimuleerde kweken. Waarschijnlijk berust dit in de 
eerste plaats op de vorming van interferon. Het interferon dat 
door lymfocyten na stimulatie met PWM wordt gevormd (zie para­
graaf 4.4.), remt de virusvermenigvuldiging in macrofagen. Dat er 
- in tegenstelling met de proeven met de door PHA gestimuleerde 
lymfocyten - na de 4e dag geen aantoonbare virusvermenigvuldiging 
optrad, moet waarschijnlijk worden toegeschreven aan ongevoelig­
heid voor rubellavirus van de met PWM gestimuleerde lymfocyten. 
In Hoofdstuk 6 (paragraaf 6.2.3. en 6.3.3.) worden proeven be­
schreven die deze veronderstelling steunen. We kunnen dus con­
cluderen dat er in kweken van ongezuiverde lymfocyten vermenig­
vuldiging van rubellavirus optreedt en dat de virusproduktie in 
deze kweken door stimulering met PHA of PWM wordt beïnvloed. 
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na virusenting. De gecombineerde resultaten van S ex­
perimenten zijn weergegeven. 
In een soortgelijk experiment werd een onderzoek gedaan naar 
het oerband tussen de oonaentratie van mitogenen en virusvermenig­
vuldiging . Hiertoe werden ongezuiverde lymfocyten met verschillen­
de hoeveelheden ΡΗΛ of PVVM gestimuleerd. De virustiter v.eTd op 
dag 5 na enting bepaald. In figuur 29 zijn de resultaten van 3 ex­
perimenten samengevat. De figuur laat zien dat de virusproduktie 
in de met РИА gestimuleerde kweken hoger is dan die in de niet-
gestimuleerde kweken. De virustiter is het hoogst bij een PHA-
conccntratie van 1-2» (v/v). Deze PHA-concentratie is gelijk aan 
die waarbij de hoogste DNA-synthese van lymfocyten wordt bereikt 
(paragraaf 3.2.1.). In tegenstelling tot de bevindingen met de 
door PHA gestimuleerde kweken is de virustiter m kweken van met 
PWM gestimuleerde lymfocyten lager dan die van m et-gestimuleerde 
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lymfocyten. Bovendien neemt de virusproduktie, gemeten aan de 
virustiter, af naarmate de concentratie van PWM hoger is. Dit 
loopt parallel met een toenemende produktie van interferon zoals 
in Hoofdstuk 4 (paragraaf 4.4.) is aangetoond. 
5.3. REPLICATIE IN GEZUIVERDE MACROFAGEN 
In de volgende experimenten hebben wc onderzoek gedaan naar 
de virusvermenigvuldiging in macrofagen. Gezuiverde macrofagen 
werden verkregen volgens de in paragraaf 2.7.2. beschreven me­
thode. Na incubatie van ongezuiverde lymfocyten (1 χ 10 cellen 
per buis) in horizontaal geplaatste cultuurbuizen gedurende 3 uur 
werden de niet-gehechte cellen krachtig weggewassen. De kweken 
van de aan de glaswand gehechte macrofagen werden met rubella-
virus (1 PFU/cel) beent. Na incubatie gedurende 2 uur werd het 
niet-geadsorbeerde virus weggewassen. Vervolgens werden iedere 
dag enkele kweken geoogst. Na beëindiging van het gehele experi-
ment werd met behulp van een plaque-test (zie paragraaf 2.4.1.) 
de virusopbrengst bepaald. De resultaten \'an 3 experimenten zijn 
in figuur 30a samengevat. Het blijkt dat er virusvermenigvuldi-
ging in macrofagen plaatsvindt. De virustiter is maximaal op 
dag 4. Wanneer men de replicatiecurven in deze kweken met die in 
kweken van niet-gestimuleerde, ongezuiverde lymfocyten (figuur 
28) vergelijkt, blijkt dat de virustiter op dezelfde dag na en-
ting een maximum bereikt. De hogere virusopbrengst in de kweken 
van macrofagen kan worden verklaard door aan te nemen dat repli-
catie voornamelijk of alleen in de macrofaag mogelijk is en niet 
of nauwelijks in de niet-gestimuleerde lymfocyt. Doordat in kwe-
ken van macrofagen een groter aantal macrofagen aanwezig is dan 
in kweken van ongezuiverde lymfocyten, kan men hogere titers ver-
wachten. 
Vervolgens zijn replicatiecurven gemaakt in kweken van macro-
fagen waarin - in plaats van op dag 0 - op dag 1, 2 of 3 virus 
werd geënt (figuur 30b, с en d). De werkwijze was overigens ge­
lijk aan die in het vorige experiment. Het blijkt dat de monocyt 
zich gedurende de eerste 72 uur ontwikkelt van een voor virus-
ongevoelige tot een gevoelige cel. In een 3-dagen oude macrofa-
genkweek heeft reeds 24 uur na virusenting virusproduktie plaats-
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gevonden. Het replicaticpatroon in de 3-dagen oude kweken is over­
eenkomstig met dat dn kweken van T-17 cellen, een voor rubella-
virus gevoelige, van konijnenierweefsel afkomstige cellijn (zie 
paragraaf 2.1.)· Ook in 3-dagcn oude kweken van T-17 cellen wordt 
24 uur na enting virus geproduceerd en wordt 2-3 dagen na enting 
een maximale titer bereikt (niet beschreven experimenten). In 
kweken van BUK-21-cellen is eenzelfde verloop van de virusproduk-
tie aangetoond (Vaheri, 1967). Wel is er een opmerkelijk verschil 
in de virusproduktie per cel; in kweken van macrofagen is de pro-
duktie per cel ongeveer 100 maal lager dan in die van T-17 cellen. 
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Figuur 30. Verloop in de Lijd van de vermenigvuldiging van 
rubellavirus in macvofagen. Virusenting vond plaats 
op dag 0 (a)> dag 1 (Ъ), dag 2 (o) of dag 3 (d). 
De gecombineerde resultaten van 'S experimenten zijn 
weergegeven. 
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Om een beter kwantitatief inzicht te verkrijgen in de ontwik-
keling van de monocyt van een voor virus ongevoelige tot een ge-
voelige cel hebben we op verschillende tijdstippen na virusenting 
nagegaan hoeveel virus producerende cellen ("infective centers") 
in kweken van macrofagen aanwezig waren. Hiertoe werden kweken 
van macrofagen op verschillende dagen na het inzetten van de 
kweek met rubellavirus (1 PFU/cel) beent. Na een incubatieperiode 
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Figuur 31. Ontwikkeling Van infective centers in kweken van 
macrofagen. Virusenting vond plaats op de aangegeven 
dagen; 18 uur later werd het aantal infective centers 
bepaald. De gecombineerde resultaten van 3 experimen-
ten zijn weergegeven. 
van 18 uur werd het niet-geadsorbeerde virus weggewassen. Hierna 
werden de cellen met antiserum tegen rubellavirus behandeld en 
werd het aantal virus producerende cellen bepaald volgens de in 
paragraaf 2.4.2. beschreven methode. In figuur 31 zijn de resul-
taten van 3 experimenten weergegeven. Het blijkt dat het aantal 
"infective centers" snel toeneemt naarmate het virus later wordt 
geënt. Na enting op dag 5 werd in 19$ van de cellen virusproduk-
tie aangetoond. Uit vroeger in ons laboratorium verrichte proeven 
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(Van Putten, 1975) met kweken van niet-gestimuleerde, ongezui-
verde lymfocyten bleek dat na enting van verse kweken (dus op 
dag 0) 0,6o van de cellen virus produceerden. Bij deze proeven 
was de periode voor adsorptie van het virus 1 uur in plaats van 
18 uur. We mogen aannemen dat in kweken van niet-gestimuleerde, 
ongezuiverde lymfocyten alleen macrofagen worden geïnfecteerd. 
Daarvan uitgaande blijkt dat de percentages virus producerende 
macrofagen op dag 0 in onze en de door Van Putten verrichte proe-
ven ongeveer gelijk zijn. 
Samenvattend kunnen we stellen dat rubellavirus zich in ma-
crofagen kan vermenigvuldigen en dat deze zich gedurende de eer-
ste 2 tot 3 dagen van hun kweek van voor virus ongevoelige tot 
gevoelige cellen ontwikkelen. 
5.4. REPLICATIE IN GEZUIVERDE LYMFOCYTEN 
Wij hebben vervolgens onderzocht of rubellavirus zich kan 
vermenigvuldigen in lymfocyten. liet is noodzakelijk om voor dit 
doel gezuiverde lymfocyten te gebruiken in plaats van een suspen-
sie van ongezuiverde cellen. Gezuiverde lymfocyten werden verkre-
gen volgens de in paragraaf 2.7.3. beschreven methode en in kweek 
gebracht (zie paragraaf 2.7.1.) . Лап de kweken werd controle­
medium, ΡΙΙΛ of PWM toegevoegd. De kweken werden op verschillende 
dagen met rubellavirus beent en de virusopbrengst werd met be­
hulp van een plaque-test, beschreven in paragraaf 2.4.1., be­
paald. We konden in dit onderzoek geen virusproduktie aantonen, 
ook niet in kweken van gestimuleerde lymfocyten. Omdat de uitslag 
van het onderzoek negatief was, hebben we de resultaten niet in 
een tabel of figuur weergegeven. Dat rubellavirus zich kan ver­
menigvuldigen in gestimuleerde lymfocyten, is zeer waarschijnlijk. 
Wij hebben hierop gewezen in paragraaf 5.2. Om te verklaren dat 
er in gezuiverde, gestimuleerde lymfocyten geen replicatie werd 
aangetoond, willen wij op enkele aspecten van de interactie tus­
sen macrofagen en lymfocyten wijzen. In de eerste plaats zijn 
voor een optimale stimulatie van lymfocyten, macrofagen onmis­
baar (zie Hoofdstuk 3). Voorts worden bij suboptimale stimulering 
van lymfocyten slechts een klein aantal cellen gestimuleerd 
(Ilersh, 1968). Bovendien neemt in kweken van lymfocyten zonder 
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macrofagon de gevoeligheid van de lymfocyt voor stimulering door 
mitogenen of antigenen in de loop van de kweektijd snel af (Ellner 
et al., 1976). Uit proeven met kweken van ongezuiverde lymfocyten 
bleek echter dat jonge cellen ongevoelig zijn; virusvermenigvul­
diging in gestimuleerde lymfocyten was pas na de 5e dag aantoon­
baar. Men zou kunnen veronderstellen dat in kweken van gestimu­
leerde gezuiverde lymfocyten wel virusvermenigvuldiging plaats­
vindt, maar dat er slechts weinig virus wordt gevormd, zo weinig 
dat de vorming van nieuw virus niet aantoonbaar is. 
Wij verwachten dat door middel van onderzoek op infective 
centers wel kan worden aangetoond dat in gezuiverde lymfocyten 
(na stimulatie) virus wordt gevormd. Bij deze methode worden na­
melijk ook cellen die slechts weinig virus vormen, opgespoord. 
Wij hebben daarom een onderzoek gedaan naar het aantal infective 
centers in kweken van wel en niet gestimuleerde gezuiverde lymfo­
cyten volgens de in paragraaf 2.4.2. beschreven methode. Hiertoe 
werden gezuiverde lymfocyten in kweek gebracht (2x10 cellen 
per buis) en wel of niet gestimuleerd met verschillende hoeveel­
heden ΡΗΛ. De kweken werden op verschillende tijdstippen, dag 0 
tot en met 5, met rubellavirus (1 PFU/cel) beent. Na incubatie 
gedurende 18 uur werd het aantal infective centers bepaald. In 
figuur 32 zijn de resultaten van 3 experimenten samengevat. De 
figuur laat zien dat het percentage infective centers in gestimu­
leerde kweken hoger is dan in niet-gestimuleerde kweken (P <0,05). 
Het aantal infective centers is maximaal indien het virus op 
dag 1 wordt geënt; dit is in de beginfase van de stimulatie, het 
tijdstip waarop het RNA- en eiwitmetabolisme in de geactiveerde 
'lymfocyt toeneemt (Ling en Kay, 1975). Het aantal infective cen-
ters neemt af wanneer het virus later wordt geënt. De afneming 
kan worden verklaard door de aanwezigheid van interferon. Stimu-
latie met РИА induceert de vorming van interferon dat de virus­
vermenigvuldiging remt (Hoofdstuk 4). Controleproeven met niet-
geïnfecteerde kweken van gestimuleerde lymfocyten waren negatief. 
We hebben hierboven de aandacht gevestigd op de omstandig-
heid dat de stimulatie van lymfocyten in afwezigheid van macro-
fagen gering is en dat ten gevolge hiervan het onderzoek naar de 
gevoeligheid van gezuiverde (gestimuleerde) lymfocyten wordt be-
moeilijkt. Om dit probleem te omzeilen hebben we van een ander 
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Figuur 02. 
Ontwikkeling van infective centers in kwe­
ken van 2 χ 10 gezuiverde lymfосу ten. Op 
dag 0 werd al dan niet PHA (0,5% of 27,) 
toegevoegd. Virusenting vond plaats op de 
aangegeven dagen; 18 uur later werd het 
aantal infective centers bepaald. De geco bineerde resultaten van 
¿ experimenten zijn weergegeven. 
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Егдииг 33. 
Vermenigvuldiging van rubellavirus 
in recombinatiekweken van 2 χ 10 
humane gezuiverde lymfосу ten, wel 
of niet gestimuleerd met PHA en 
verschillende aantallen muize-
macrofagen. De virustiter werd 
steeds bepaald op dag 6 na vtrusenting. De gecombineerde resulta­
ten van 3 experimenten zijn weergegeven. 
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number of mouse macrophages (χ 10 ) 
systeem gebruik gemaakt. Eerst werd een suspensie van gezuiverde 
humane lymfocyten bereid. Vervolgens werden de cellen bij xeno­
gene macrofagen, i.a. muizemacrofagen, gebracht en tesamen ge­
kweekt. Xenogene macrofagen bevorderen de stimulatie van de huma­
ne lymfocyten (zie paragraaf 3.3.2.2.). Muizemacrofagen zijn ech­
ter ongevoelig voor rubellavirus. Als er in dit systeem virus­
vermenigvuldiging optreedt, mag men hieruit afleiden dat deze in 
de humane lymfocyten heeft plaats gevonden. 
In het volgende experiment hebben we onderzoelL gedaan naar 
replicatie van rubellavirus in kweken van gezuiverde lymfoayten 
waaraan xenogene macrofagen (muizemacrofagen) waren toegevoegd. 
Hiertoe werden aan kweken van gezuiverde lymfocyten (2x10 cel­
len per buis) verschillende aantallen muizemacrofagen (paragraaf 
2.1.) toegevoegd. De kweken werden wel of niet met ΡΗΛ {2\ v/v) 
gestimuleerd. Van de niet gestimuleerde kweken werd de helft met 
50 eenheden interferon voorbehandeld. Op dag 1 werden de kweken 
met rubellavirus (1 PFU/lymfocyt) beent. Zes dagen na de enting 
werd de virusopbrengst bepaald met behulp van een plaquetest vol­
gens de in paragraaf 2.4.1. beschreven methode. In figuur 33 zijn 
de resultaten van 3 experimenten, en wel de proeven zonder inter­
feron, samengevat. Wij willen er - ten behoeve van de interpreta­
tie van de figuur - op wijzen dat door ons verrichte, hier niet 
beschreven experimenten, hebben aangetoond dat de halveringstijd 
van de inactivering van rubellavirus bij 36 С 5-10 uur is. Uit­
gaande van deze waarde kan worden berekend dat na incubatie bij 
360C gedurende 5 dagen het virus in het entmateriaal vrijwel 
volledig is geïnactiveerd. Figuur 33 laat zien dat er zowel in 
niet-gestimuleerde kweken als in gestimuleerde kweken viruspro-
duktie moet hebben plaatsgevonden. Er is echter een duidelijk 
verschil in virusopbrengst. De virustiter in kweken met PHA is 
hoger (P <0,05) dan die in kweken zonder PHA. Ter controle wer-
den kweken van muizemacrofagen met rubellavirus beent. Hierin 
kon geen virusproduktie worden waargenomen. De virusopbrengst in 
de met interferon behandelde kweken van van gestimuleerde lymfo-
cyten was steeds lager dan 10-20 PFU/ml; de uitkomsten zijn niet 
in een figuur of tabel weergegeven. 
Deze proeven wijzen er dan op dat rubellavirus zich - in dit 
systeem - in gestimuleerde lymfocyten vermenigvuldigt. Dat er ook 
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in kweken van lymfocyten zonder Vll\ virusreplicatie plaatsvindt, 
kan worden verklaard door allogene stimulatie; humane lymlocytcn 
worden mogelijk gestimuleerd onder invloed van muizemacrofagen 
(Greineder, 1975). In zulke gestimuleerde lymfocyten vindt clan 
evenals in met РИА gestimuleerde cellen, virusvermenigvuldiging 
plaats. 
Vervolgens hebben wc onderzoek gedaan naar het verloop in de 
tijd van de virustiter in gecombineerde kweken, bestaande uit ge­
zuiverde humane lymfocyten en muizemacrofagen. Hiertoe werden ge­
zuiverde lymfocyten (2 χ 10 cellen per kweek) met muizemacrofa­
gen (2x10 cellen per kweek) geïncubeerd. Direct na aanvang van 
de kweken werd rubellavirus (1 PFU/lymfocyt) toegevoegd. De kwe-
ken werden wel of niet met VWK (2o v/v) gestimuleerd. Na incuba-
tie gedurende 24 uur werd het niet geadsorbeerde virus weggewas-
sen. Aan de cellen werd vervolgens groeimedium toegevoegd. ledere 
dag werden enkele kweken geoogst. Na beëindiging van het gehele 
experiment werd de virusopbrengst bepaald met behulp van een 
plaquetest volgens de in paragraaf 2.4.1. beschreven methode. In 
figuur 34 zijn de resultaten van 2 proeven samengevat. De figuur 
Rubella virus t i ter (РГи/ml) 
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Figuur 34. Verloop in de tijd van de vermenigvuldiging van rubella­
virus in reaombinatiekweken van 2 χ 10 humane gezui­
verde lymfocyten, wel of met gestimuleerd met PHA, 
4 
en 2 χ 10 muizemacrofagen. De gecombineerde re s uita­
ten van 2 experimenten zijn weergegeven. 
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laat zien dat in de met РИА gestimuleerde kweken een titerstijging 
optreedt; de titer is het hoogst op dag 4-5. Er is een duidelijk 
verschil in virusproduktie tussen wel en niet gestimuleerde lym-
focyten. 
Op grond van de bovengenoemde experimenten mag men aannemen 
dat rubellavirus zich in gestimuleerde lymfocyten kan vermenigvul­
digen. De hoeveelheid virus die wordt gevormd, is gering. Als men 
de virusopbrengst (figuur 34) vergelijkt met het aantal gevonden 
virus producerende cellen, moet men concluderen dat ook de virus­
produktie per cel gering is. 
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Hoofdstuk 6 
DE INTERACTIE TUSSEN RUBELLAVIRUS EN SUBPOPULATIES 
VAN HUMANE LYMFOCYTEN 
6.1. INLEIDING 
In Hoofdstuk 5 hebben we experimenten beschreven met onge­
zuiverde en gezuiverde lymfocyten. Uit het onderzoek bleek dat 
rubellavirus de transformatie van lymfocyten door stimulatie met 
mitogenen en antigenen remt. De remming berust waarschijnlijk op 
virusvermenigvuldiging in macrofagen en gestimuleerde lymfocyten 
(Hoofdstuk 4 en 5), waarbij het infectieuze virus een direct ef­
fect uitoefent op de gestimuleerde lymfocyten en op de "helper"-
functie van de macrofaag. Het leek ons van belang te onderzoeken 
welke van twee subpopulaties van lymfocyten, resp. T- en B-cellen, 
hierbij een rol speelt. We hebben onderzoek gedaan naar het effect 
van rubellavirus op de stimulatie van de beide subpopulaties, als­
mede naar het mechanisme dat hieraan ten grondslag ligt. 
6.2. RUBELLAVIRUS EN T-CELLEN 
6.2.1. Rubellavirus en stimulatie van T-aellen 
Zoals in Hoofdstuk 3 werd beschreven, is rubellavirus in 
staat de stimulatie van gezuiverde lymfocyten te remmen. In het 
volgende experiment werd nagegaan of de stimulatie van de subpo­
pulatie van T-cellen door rubellavirus wordt geremd. We hebben 
hiervoor E-rozet-vormende lymfocyten gebruikt die waren verkregen 
volgens de in paragraaf 2.7.4. beschreven methode. Direct na het 
in kweek brengen van de T-cellen (1 χ 10 cellen per buis] werden 
de kweken wel of niet geïnfecteerd met rubellavirus (1 PFU/cel). 
Na een incubatieperiode van 2 uur werden de cellen gestimuleerd 
met 0,5«. (v/v) PHA, 2 yg/ml PWM of 2 yg/ml PPD. De kweken werden 
op verschillende tijdstippen voorzien van 1 μΟΐ H-thymidine 
(spec. act. 26 Ci/mmol) en 24 uur later geoogst. 
In figuur 35 zijn de resultaten van 6 experimenten met door 
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Figuur 35. Verloop гп de tijd var de DUA-synthese in kweken van 
1 χ 10 met PHÁ gestimuleerde T-oellen, wel of niet 
geinfeoteerd met ruùellavvrus. De gecombineerde resul-
taten van S ехреггтепъеп zijn weergegeven waarbij de 
hoogste waarde van ieder experzment steeds op 100% is 
geste ld. 
PHA gestimuleerde T-cellen samengevat. De maximale DNA-synthcse 
in ieder experiment (gemiddeld 2 x 1 0 cpm) is hierbij op 100° 
gesteld. De figuur laat zien dat de DNA-synthese op dag 6 het 
hoogst is. De H-TdR-mbouw m de geïnfecteerde kweken is lager 
dan die in de niet-geïnfectccrde kweken (P <0,05). 
Bij de bereiding van gezuiverde lymfocyten wordt de celsus-
pensie over nylonwatten geleid. Denkbaar is dat door deze zuive-
ring niet alleen macrofagen maar ook andere cellen, bijvoorbeeld 
T-cellen, worden verwijderd. 
Wij hebben enkele experimenten verricht met kweken van T-
cellcn waaruit eerst de macrofagen met behulp van nylonwatten 
waren verwijderd (zie paragraaf 2.7.3.). Bij deze procedure wor-
den ook B-cellen verwijderd; een deel van deze cellen blijft 
"plakken" op de watten. Het is onwaarschijnlijk dat dit ook met 
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T-ccllen het geval is (Potter, 1977). In experimenten - die hier 
niet worden beschreven - werd de DNA-synthese in kweken van de zo 
verkregen T-cellen vergeleken met die in kweken van op andere wij­
ze verkregen T-cellen, namelijk kweken waaruit macrofagen waren 
verwijderd met behulp van carbonyl-ijzer (zie paragraaf 2.7.5.). 
Bij de verwijdering van macrofagen met behulp van carbonyl-ijzer 
wordt gebruik gemaakt van de fagocyterende eigenschappen van de 
macrofaag. Er werden tussen deze twee soorten kweken geen signi­
ficante verschillen gevonden, noch in stimulatie door PHA en PWM, 
noch in remming van de stimulatie door rubellavirus. Het is dus 
onwaarschijnlijk dat door zuivering van lymfocyten over nylonwat­
ten - deze methode werd door ons toegepast voor de bereiding van 
gezuiverde lymfocyten - een verlies optreedt van een bepaalde 
subpopulatie van T-cellen. 
In figuur 36 zijn de resultaten weergegeven van de proeven 
om het effect van rubellavirus op de stimulatie van T-cellen door 
DNA synthesis (0/o) -
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Figuur 36. Verloop in de tijd van de ONA-synthese in kweken van 
1 χ 10 met PWM gestimuleerde T-oellen, wel of niet 
geïnfecteerd met rubellavirus. De gecombineerde resul-
taten van S experimenten zijn weergegeven waarbij de 
hoogste waarde van ieder experiment steeds op 100% is 
geste ld. 
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PWM (in plaats van PHA) te onderzoeken. De resultaten van 5 expe-
rimenten zijn samengevat. De maximale DI\¡A-synthese in ieder expe-
riment (gemiddeld 1 χ 10 cpm) is op 1001 gesteld. De DNA-synthese 
is op dag 5 en dag 6 het hoogst. In met rubellavirus geïnfecteerde 
kweken wordt de stimulatie gedurende de eerste 5 dagen geremd 
(P <0,05). 
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(cpm x103) 
11 
7-
· — · -Rubella virus 
o o + Rubella virus 
, -
0
ч 
/ > 
-— o' 
\ 
5 7 9 11 
days af ter stimulation 
Figuur ¿7. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in kweken van 
1 χ 10 met PPD gestimuleerde T-oellen} wel of niet 
geïnfecteerd met rubellavirus. De resultaten van 
1 experiment zijn weergegeven. 
Figuur 37 laat de resultaten zien van proeven met door PPD 
gestimuleerde T-cellen. De DNA-synthese Ls maximaal op dag 8. De 
H-TdR-inbouw in de geïnfecteerde celkweken is lager dan die in de 
nict-bcente kweken (P <0,05). 
6.2.2. Rubellavirus en de interactie tussen macrofagen en T-cellen 
Uit de in Hoofdstuk 3 beschreven experimenten bleek dat de 
door mitogenen of antigenen geïnduceerde stimulatie van lymfocy-
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ten door macrofagen wordt bevorderd. Rubellavirus is in staat de 
- onder invloed van macrofagen verhoogde - stimulatie van lymfo-
cyten te remmen. Dit berust op een direct effect van rubella­
virus op de gestimuleerde lymfocyt en de macrofaag. Wij hebben 
onderzocht of een dergelijke interactie ook optreedt tussen T-
cellen, macrofagen en rubellavirus. Hiervoor werd gebruik gemaakt 
van recombinatiekweken. Aan T-cellen (1 χ 10 cellen per kweek) 
werden verschillende aantallen macrofagen toegevoegd volgens de 
in paragraaf 2.7.6. beschreven methode. De kweken werden wel of 
niet beent met rubellavirus (1 PFU/cel). Na 1 uur incubatie werd 
PHA, PWM of PPD aan de cultuur toegevoegd. Vierentwintig uur voor 
beëindiging van de proef werden de kweken voorzien van 1 yCi 
Η-thymidine (spec. act. 26 Ci/mmol). 
De resultaten van 3 experimenten met PHA {0,5%) zijn in fi­
guur 38 samengevat. De hoogste waarde van de DNA-synthese in ie­
der experiment is op 1001 gesteld. De kweken werden geoogst op 
DNA synthesis (0/o) 1 
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Figuur 38. DNA-synthese in met PHA gestimuleerde recombinatie­
kweken van 1 χ 10 T-cellen en verschillende aantallen 
macrofagen. De kweken waren wel of niet met rubella­
virus geïnfecteerd. Van de 3 experimenten die zijn ge-
combineerd, is steeds de hoogste waarde op 100% ge-
steld. 
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Figuur 33. DNΑ-synthese in met PWM gestimuleerde reaombinatie-
kweken van 1 χ 10 T-aellen en verschillende aantallen 
macro fад en. De kweken waren wel of niet met rubella-
virus getnfeoteerd. Van de 5 experimenten die zijn 
gecombineerd, is steeds de hoogste waarde op 1007« 
geste ld. 
dag 6. Het is duidelijk dat de stimulatie van T-cellen door ma-
crofagen wordt, bevorderd. De DNA-synthese is het hoogst in kweken 
met б χ 10 macrofagen (het grootste, door ons gebruikte aantal). 
Voor een maximale DNA-synthese in kweken van gezuiverde lymfocy-
ten waren minder macrofagen nodig (Hoofdstuk 4, figuur 11). Het 
verschil kan worden toegeschreven aan het feit dat de celdicht­
heid in de kweken van T-cellen (1 χ 10 cellen/ml) lager was dan 
die in de kweken van gezuiverde lymfocyten (2 χ 10 cellen/ml). 
De DNA-synthese wordt door rubellavirus geremd. Zoals figuur 38 
laat zien, zijn er verschillen in de mate van remming in kweken 
met onderscheiden aantallen macrofagen. De remmingscurve is onge­
veer gelijk aan die in recombinatiekweken van gezuiverde lymfocy­
ten (zie paragraaf 3.3.2.1.): bij toeneming van het aantal macro­
fagen wordt de remming eerst geringer, daarna sterker. 
De resultaten van 3 experimenten met PWM (2 pg/ml) zijn weer-
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gegeven in figuur 39. De kweken werden geoogst op dag 6. De figuur 
laat zien dat de stimulatie van T-cellen door P1VM, evenals die 
door РИА, verband houdt met het aantal macrofagen. De DNA-synthese 
4 
was maximaal in kweken met S χ 10 macrofagen. In soortgelijke 
proeven met recombinatickweken van gezuiverde lymfocyten en macro­
fagen werd geen maximum waargenomen (Hoofdstuk 3, figuur 12). 
Rubellavirus remde de PWM-stimulatie van T-cellen niet in kweken 
met een betrekkelijk klein aantal macrofagen, wel in kweken met 
een groot aantal macrofagen. Dit kan als volgt worden verklaard. 
Rubellavirus kan zich niet in de met PWM gestimuleerde T-cel ver­
menigvuldigen, zoals in de volgende paragraaf (6.2.3.) zal worden 
beschreven. Anderzijds kan de door PWM geïnduceerde DNA-synthese 
van T-cellen wel door rubellavirus worden geremd (zie paragraaf 
6.2.1.) , waarschijnlijk alleen door infectieus virus. In Hoofd-
stuk 4 hebben we gezien dat rubellavirus zich moet vermenigvuldi-
gen, wil het remmingseffect duidelijk zijn. Deze vermenigvuldi-
ging kan in dit systeem alleen in macrofagen plaatsvinden. In 
recombinatiekweken met een klein aantal macrofagen zal derhalve 
slechts een geringe virusvermenigvuldiging optreden, te gering 
om de DNA-synthese te remmen. Alleen in kweken met grote aantal-
len macrofagen zal de virusreplicatie voldoende zijn voor een 
remmingseffeet. 
Vervolgens zijn in figuur 40 de uitkomsten van 3 proeven met 
PPD samengevat. De kweken werden geoogst op dag 8. Het effect van 
het aantal macrofagen op de stimulatie van T-cellen door PPD en 
op de remming hiervan door rubellavirus is ongeveer gelijk aan 
dat in de recombinatiekweken van gezuiverde lymfocyten en macro-
fagen (zie paragraaf 3.3.2.) ; de uitkomsten van de proeven met 
PPD gelijken in de meeste opzichten ook op de resultaten van de 
proeven met PHA (figuur 38). De stimulerende werking van PPD was 
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het grootst in kweken met 1 χ 10 macrofagen. Voor een maximale 
respons van gezuiverde lymfocyten op PPD waren minder macrofagen 
nodig (paragraaf 3.3.2.). 
6.2.3. VirusPeplicatie in gestimuleerde T-cellen 
Om na te gaan of rubellavirus zich in T-cellen kan vermenig­
vuldigen, hebben we gebruik gemaakt van de infective-centers-
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Figuur 40. 
DN A-synthese гп met PPD gestimuleer­
de reaombinatiekweken van 1 χ 10" 
T-oellen en versahillende aantallen 
macro fagen. De kweken waren wel of 
niet met rubellavirus geïnfecteerd. 
De resultaten van P. experimenten 
zijn gecombineerd, waarbij de hoogste waarde van ieder experiment 
steeds op 100% is gesteld. 
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Figuur 41. 
Ontwikkeling van infective centers 
in kweken van 2 χ 10 T-cellen, 
waaraan op dag 0 controle-medium, 
2% PHA of 2 vg/ml PWM is toege­
voegd. Virusenting vond plaats op 
de aangegeven dagen; 18 uur later 
werd het aantal infective centers bepaald. De gecombineerde resul­
taten van 3 experimenten zijn weergegeven. 
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methode; bij een geringe virusproduktie per cel is dit een gevoe­
liger methode dan die waarbij de totale virusopbrengst in een 
kweek wordt gemeten. Direct na het in kweek brengen van T-cellen 
(2 χ 105 cellen per buis) werd PHA (24 v/v), PWM (2 yg/ml) of 
controle-medium toegevoegd. ledere dag werden enkele kweken met 
rubellavirus (1 PFU/cel) beent. Na incubatie gedurende 18 uur werd 
het niet-geadsorbeerde virus weggewassen en werden de cellen gedu­
rende een half uur behandeld met antiserum tegen rubellavirus. Na 
3 maal wassen werd het aantal infective centers met behulp van een 
plaque-test (zie paragraaf 2.4.2.) bepaald. 
In figuur 41 zijn de resultaten van 3 experimenten samenge­
vat. In de met PHA gestimuleerde kweken van T-cellen wordt een 
groter aantal virus producerende cellen waargenomen (P <0)05) dan 
in niet-gestimuleerde kweken. Het aantal virus producerende cellen 
is het hoogst (Α-Sì) in kweken die op dag 3 waren beent. Bij en-
ting op een later tijdstip neemt het aantal infective centers af. 
De afneming berust waarschijnlijk op remming van de virusproduk-
tie door interferon; interferon wordt gevormd onder invloed van 
PHA. Stimulatie door PWM blijkt geen toeneming van het aantal 
infective centers te geven (figuur 41). 
Op grond van deze proeven kunnen we concluderen dat de met 
PHA gestimuleerde T-cel waarschijnlijk gevoelig is voor rubella-
virus, in die zin dat het virus zich hierin kan vermenigvuldigen, 
terwijl de met PWM gestimuleerde T-cel vermoedelijk ongevoelig is. 
6.3. RUBELLAVIRUS EN B-CELLEN 
6.3.1. Rubellavirus en stimulatie van B-cellen 
Analoog aan de in paragraaf 6.2.1. beschreven proeven met 
T-cellen hebben we in het volgende experiment nagegaan of de sti-
mulatie van B-cellen door rubellavirus wordt geremd. Gezuiverde 
B-cellen werden verkregen door bereiding van EAC-rozetten volgens 
de in paragraaf 2.7.5. beschreven methode. B-cellen werden in 
kweek gebracht (1 χ 10 cellen per buis) en direct daarna wel of 
niet met rubellavirus (1 PFU/cel) beent. Na een incubatieperiode 
van 1 uur werden de kweken voorzien van 0,5°Й PHA of 2 yg PWM. 
Op verschillende tijdstippen werden de kweken voorzien van 1 yCi 
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Η-thymidine (spec. act. 26 Ci/mmol) en 24 uur later werden ze ge­
oogst. De uitkomsten van de proeven van iedere serie werden gecom­
bineerd, waarbij de maximale DNA-synthesc in ieder experiment op 
ΙΟΟΊ werd gesteld. 
Figuur 42 toont de resultaten van 5 proeven met ΡΗΛ. Op dag 7 
4 is de DNA-synthcse maximaal; gemiddeld ter hoogte van 8 χ 10 cpm. 
DNA synthesis Ш 1 
• · -Rubella virus 
о — o + Rubella virus 
τ 1 1 1 1 1 1 1 1 ' 
2 4 6 θ IO 
days af ter st imulat ion 
Figuur 42. Verloop in de tijd van de DNA-synthese in kweken van 
met 1 χ 10ύ mei T'HA gestimuleerde B-cellen, wel of 
met met rubellavirus geïnfecteerd. De resultaten van 
S experimenten zijn gecombineerd, waarbij de hoogste 
waarde van ieder experiment, steeds op 100% is gesteld. 
De 3H-TdR-inbouw in de met virus beante kweken is lager (P <0,05) 
dan die in niet-geïnfecteerde kweken. Vergelijken we de maximale, 
door РИА geïnduceerde DNA-synthese in kweken van B-cellen met die 
in kweken van T-cellen (paragraaf 6.2.1., figuur 35), dan blijkt 
dat de 3H-TdR-inbouw in B-cellen groter is en op een later tijd-
stip plaatsvindt dan die in T-cellen. 
De resultaten van de proeven met PWM (5 experimenten) zijn 
in figuur 43 weergegeven. Het is opvallend dat de curve van de 
DNA-synthese in de nict-gclnfecteerde kweken bimodaal is. Dit was 
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Figuur 43. Verloop in de tijd van de DilA-synthese in kweken van 
1 χ 10 met РУМ gestimuleerde B-oellen, wel of niet 
met rubellavirus geïnfecteerd. De resultaten van 6 
experimenten zijn gecombineerd, waarbij de hoogste 
waarde van ieder experiment op 100% is gesteld. 
het geval in 4 van de 5 proeven; de stimulatie was op dag 7 en 9 
groter dan op dag 8. Het is mogelijk dat dit verschijnsel verband 
houdt met synergie tussen B- en T-cellen. In oudere kweken (om-
streeks de 8e dag) zou de PWM-stimulatie van B-cellen door T-cel-
len die hier door contaminatie aanwezig zijn, worden bevorderd 
(zie paragraaf 6.3.2.)· De gemiddelde maximale DNA-synthese van 
de met PWM gestimuleerde B-cellen werd gemeten als 8 χ 10 cpm. 
De PWM-stimulatie van B-ccllen wordt niet significant door rubel­
lavirus geremd (P >0,05). 
6.3.2. Synergie tussen T- en B-cellen 
Uit onderzoek met subpopulaties van dierlijke lymfocyten is 
gebleken dat PHA alleen T-cellen, en PWM zowel T- als B-cellen 
stimuleert (Oppenheim en Rosenstreich, 1976). Wat de stimulatie 
van humane T- en B-cellen betreft, lopen de resultaten uiteen. 
Volgens sommigen worden alleen T-cellen door PHA en PWM gestimu-
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leert (Dean et al., 1975; Clot et al., 1975). Volgens het meren­
deel van de onderzoekers echter zowel T- als B-cellen. Sommige 
auteurs menen dat B-cellen alleen door PHA worden gestimuleerd 
als er enkele T-cellen aanwezig zijn (Greaves et al., 1974a, b; 
Clot et al., 1975; Weksler, 1976; Brochier et al., 1976). Volgens 
anderen (Chess et al., 1974; Boldt et al., 1975) is tussenkomst 
van T-cellen echter niet nodig. Wat PWM betreft, neemt men aan 
dat deze stof B-cellen rechtstreeks kan stimuleren (Greaves et 
al., 1974a, b; Weksler, 1976); de aanwezigheid van T-cellen zou 
de stimulatie versterken (Dean et al., 1975; Blomgren, 1976; 
Weksler, 1976). De verschillen in de bevindingen houden waar­
schijnlijk verband met het verloop in de tijd van de stimulatie 
en met het feit dat verschillende technieken voor de zuivering 
van de subpopulatics werden gebruikt, waardoor de zuiverheid van 
de B-cellen uiteenliep en doordat de herkomst van de cellen ver­
schilde (overzicht: Weksler, 1976; Van Loon, 1977). 
Het leek ons van belang na te gaan of in onze proefopstelling 
interactie tussen T- en B-cellen bij de stimulatie door PHA en 
PWM plaatsvindt, en of rubellavirus hierop invloed uitoefent. 
Hiertoe werden aan kweken van gezuiverde B-cellen verschillende 
aantallen T-cellen toegevoegd. Kweken van gezuiverde B-cellen 
(1 χ 10 cellen per buis), waarin gemiddeld 2% E-rozct-vormende 
cellen (T-cellen) aanwezig waren, werden met verschillende aantal­
len T-cellen geïncubeerd. De cellen werden wel of niet met rubella-
virus (1 PFU/B-cel) beent en met ΡΗΛ of PWM gestimuleerd. De kwe­
ken werden op dag 4 of dag 8 voorzien van 1 pCi Η-thymidine en 
24 uur later beëindigd. De hoogste waarde van de DNA-synthese in 
de niet-beënte kweken van ieder experiment werd op 1001 gesteld. 
Om de H-TdR-inbouw in het DNA van T-cellen te bepalen, werden 
in iedere proef - ter controle - tevens kweken met T-cellen 
(1 χ 10 cellen per buis) onderzocht. 
De gecombineerde uitkomsten van proeven, 4 experimenten, met 
Fük zijn in figuur 44 samengevat. De DNA-synthese in niet-gestimu-
leerde kweken is niet in de figuur weergegeven; deze was steeds 
minder dan 51 van de maximale DNA-synthese in de met PHA gestimu-
leerde kweken. De DNA-synthese is voor dag 5 en dag 9 afzonderlijk 
weergegeven, resp. in figuur 44a en b. Zoals de figuur laat zien, 
4 
is er bij een concentratie T-cellen kleiner of gelijk 5 χ 10 sa-
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Figuur 44. Effect van rubellavirus op de PHA-sttmulatie in re-
oombinatiekweken van 1 χ 10 B-oellen en verschillen­
de aantallen T-cellen. De gecombineerde resultaten 
van 4 experimenten zijn weergegeven. De cellen werden 
geoogst op dag 5 (a) of dag 9 (b), telkens 24 uur na 
toevoeging van H-TdE. De hoogste waarde van de DNA-
synthese in niet be'ènte kweken, van ieder experiment 
is op 100% gesteld. 
menwerking ("synergie") tussen de T- en B-cellen. De DNA-synthese 
in kweken van B-cellen waaraan geen T-cellen waren toegevoegd, en 
de DNA-synthese in kweken van T-cellen zijn tezamen geringer dan 
de DNA-synthese in de gecombineerde kweken. Uit de figuur blijkt 
dat de mate van PHA-stimulatie van B-cellen verband houdt met het 
aantal aanwezige T-cellen. Een klein aantal T-cellen is reeds 
voldoende om stimulatie van B-cellen door PHA teweeg te brengen. 
Bij een geringe toeneming van het aantal T-cellcn stijgt de DNA-
synthese snel naar een maximum. De DNA-synthese is maximaal in 
kweken van 2 x 1 0 T-cellen. Dit komt goed overeen met de uitkom-
sten van een vergelijkbaar onderzoek van Weksler (1976) die een 
maximale DNA-synthese waarnam in kweken met 201 T-cellen. In kwe-
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ken met een groter aantal T-cellen (5 χ 10 of meer) wordt weer 
minder DNA gesynthetiseerd. Voor een maximale DKA-synthese in ge-
infecteerde kweken is - in vergelijking met niet-gcînfecteerdc 
kweken - een groter aantal T-cellen vereist. lir zijn in de litera-
tuur aanwijzingen dat de T-cel naast een "helper"-functie (zie 
discussie Hoofdstuk 7), ook een "suppressor"-activiteit (Hubert, 
1976; Kurnick et al., 1976) bezit. Voor de suppressor-act iviteit 
is een minimale concentratie van gestimuleerde T-cellen vereist 
waarboven dit effect verschijnt (Piguet et al., 1976). Mogelijk 
wordt in de geïnfecteerde kweken deze suppressor-activiteit onder-
drukt waardoor de maximale DNA-synthese in de geïnfecteerde kweken 
hoger is en (figuur 44a) of (figuur 44b) bij een grotere T-cel 
concentratie optreedt dan in de ni et-geïnfecteerde kweken. Behal-
D N A s y n t h e s i s ( ° / o ) -
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2 0 -
p - Rubella v i rus 
ж -χ 4- Rubella v i r u s 
• Only T-cells(-virus) 
A Only Τ cells (-»virus) 
-τ 1 1 1 1— 
2 4 6 θ 10 2 4 6 8 10 
number of T-cells (x lO 4 ) 
Figuur 45. Effect van rubellavirus op de PWM-slimulatie in reeom-
binatiekueken van 1 χ 10 B-oellen en vevsahillende 
aantallen T-oellen. Oe gecombineerde resultaten van 
3 experimenten zijn weergegeven. De cellen werden ge­
oogst op dag S (a) of dag 9 (b), telkens 24 uur na 
toevoeging van H-TdR. De hoogste waarde van de DNA-
synthese in niet beënte kweken, van ieder experiment 
is op 100% gesteld. 
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ve remming van een eventuele suppressor-activiteit van T-cellen 
veroorzaakt rubellavirus waarschijnlijk ook onderdrukking van de 
"helper"-£unctie van deze cellen. De DNA-synthese in kweken met 
een lage concentratie T-cellen is duidelijk verlaagd in vergelij-
king met de niet-geïnfecteerde kweken; dit was het geval in alle 
4 de experimenten. 
In figuur 45a en b zijn de uitkomsten van de overeenkomstige 
proeven (3 experimenten) met PWM weergegeven. De DNA-synthese is 
voor dag S en dag 9 afzonderlijk weergegeven, resp. in figuur 
45a en b. Uit de figuur blijkt dat de mate van PWM-stimulatie van 
B-cellen verband houdt met het aantal aanwezige T-cellen. Op een 
eerder tijdstip van de stimulatie (figuur 45a) wordt - bij gerin-
ge toeneming van het aantal T-cellen - de stimulatie niet ver-
hoogd. Waarschijnlijk is er directe stimulatie van B-cellen door 
PWM mogelijk. In de niet-geïnfecteerde kweken met een groter aan-
4 
tal T-cellen (2 χ 10 of meer) wordt de stimulatie bevorderd; er 
is sprake van een samenwerking tussen T- en B-cellen. 
Op een later tijdstip van de stimulatie (figuur 45b) wordt 
deze wel bevorderd door een geringe toeneming van het aantal T-
cellen. Waarschijnlijk vindt dan een verhoogde DNA-synthese door 
B-cellen plaats als gevolg van synergie tussen T- en B-cellen op 
een eerder tijdstip; dit effect van de T-cellen is in de geïnfec-
teerde kweken in alle 3 de experimenten verlaagd. Waarschijnlijk 
berust de remming op een onderdrukking van de "helper"-functie 
van de T-cel en niet op een direct effect van het virus op de 
B-cel. In paragraaf 6.3.1. hebben we immers gezien dat de stimula-
tie van B-cellen door PWM niet wordt geremd terwijl de PWM-stimu-
latie van T-cellen (zie paragraaf 6.2.1. wel wordt onderdrukt 
door rubellavirus. In kweken met een groter aantal T-cellen 
(1 χ 10 ) wordt op een later tijdstip (figuur 4Sb) de DNA-synthe­
se verhoogd door rubellavirus (in alle 3 de experimenten). Moge­
lijk wordt in de geïnfecteerde kweken een suppressor-activiteit, 
zoals we die hierboven voor PIÍA reeds hebben beschreven, onder-
drukt. 
6.3.3. Virusrepliaatie in gestimuleerde B-aellen 
Teneinde te bepalen of B-cellen gevoelig zijn voor rubella-
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virus hebben we de infective-centers-methode toegepast, een ge­
voelige methode om virusproduktie aan te tonen. Kweken van B-cel­
len (2 χ 10 cellen per buis) werden gestimuleerd met 2° ΡΗΛ, 
2 yg PWM of voorzien van controle-medium. Iedere dag werden enke­
le kweken beent met rubellavirus (1 PFU/cel). Na incubatie gedu­
rende 18 uur werd het met-geadsorbeerde virus weggewassen waarna 
de cellen gedurende een half uur behandeld werden met antiserum 
infective centers (0/o) . 
• · - PHA/PWM 
χ χ + PHA 
o o + PWM 
day of viral inoculation 
Figuur 46. Ontwikkeling van infective centers in kweken van 
2 χ 10 B-oellen, waaraan op dag 0 controle-medium, 
2% PHA of 2 \ig/ml PWM is toegevoegd. Virusenting vond 
plaats op de aangegeven dagen; 13 uur later werd het 
aantal infective centers bepaald. De gecombineerde 
resultaten van 3 experimenten zijn weergegeven. 
tegen rubellavirus. Na driemaal walsen werd het aantal infective 
centers bepaald met behulp van een plaque-test, volgens de in 
paragraaf 2.4.2. beschreven methode. In figuur 46 zijn de resul­
taten van 3 experimenten samengevat. Het blijkt dat in de met PHA 
gestimuleerde kweken het aantal virus producerende cellen groter 
is (P <0,05) dan in de met-gestimuleerde kweken. Stimulatie door 
PWM geeft daarentegen geen toeneming van het aantal infective 
centers. Het aantal virus producerende cellen is het grootst 
(4-5°0) in kweken die op dag 3 met virus waren beent. 
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6.3.4. Rubellavirus en de interaat-Le tussen maarofagen en В-аеЪЪеп 
In paragraaf 6.2.2. hebben we gezien dat de ¿n-ut'tro-stimula-
tie van T-cellen door mitogenen en antigenen afhankelijk is van 
aanwezigheid van de macrofaag. Over de betekenis van de macrofaag 
bij de •¿rc-u-itro-stimulatie van B-cellen door mitogenen is weinig 
bekend (overzicht: Rosenstreich, 1976a). Het leek ons van belang 
hiernaar een onderzoek te doen en naar de betekenis van de macro-
faag bij de remming van de stimulatie van B-cellen door rubella-
virus . 
Aan kweken van B-cellen (1 χ 10 cellen per buis) werden ver­
schillende aantallen macrofagen toegevoegd. De kweken werden ge­
stimuleerd met 0,5$ PHA of 2 ug PWM, en wel of niet beent met 
rubellavirus (1 PFU/cel). Op dag 6 werden de kweken voorzien van 
1 uCi Η-thymidine (spec. act. 26 Ci/mmol) en 24 uur later beëin-
digd. 
In figuur 47 zijn de gecombineerde resultaten van 4 proeven 
DNA synthesis C/o) 1 
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Figuur 47. Effect van rubellavirus op de PHA-stimulatie in reoom-
binatiekweken van 1 χ 10 B-aellen en verschillende 
aantallen macrofagen. De gecombineerde resultaten van 
4 experimenten zijn weergegeven. De cellen werden ge­
oogst op dag 6. De waarde van de DNA-synthese in kwe-
ken met 5 χ 10 macrofagen van ieder experiment is op 
100% gesteld. 
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• · -Rubella virus 
x x +Rubella virus 
met PHA weergegeven. De figuur laat zien dat de PlIA-stimulatie 
van B-cellen in geringe mate toeneemt naarmate in een kweek meer 
macrofagen aanwezig zijn. Hoewel in kweken van B-cellen waaraan 
geen macrofagen zijn toegevoegd aanzienlijke DNA-synthesc optreedt, 
is het niet uitgesloten dat voor de PIIA-stimulatic van B-cellen 
toch de aanwezigheid van macrofagen vereist is. Bij zuivering van 
B-cellen kunnen de macrofagen niet volledig worden verwijderd; 
evenmin als de T-cellen. In de suspensies van B-cellcn waren ge­
middeld nog 0,2% macrofagen aanwezig. In paragraaf 6.3.2. is be­
schreven dat de stimulatie van B-cellen door een gering aantal 
T-cellen wordt bevorderd; activering van de T-cel is hiervoor 
noodzakelijk (zie discussie). Voor de activering van T-ccllen is 
de aanwezigheid van macrofagen van betekenis (paragraaf 6.2.2.). 
Mogelijk is voor de ontwikkeling van de helper-functie van de 
T-cel al een gering aantal macrofagen voldoende doordat daartoe 
wel activering van de T-cel nodig is maar geen proliferatie 
(Siegal en Siegal, 1977). De macrofagen die als "contaminanten" 
in suspensies van gezuiverde B-cellcn aanwezig zijn, zouden de 
T-cellen, eveneens "contaminanten", kunnen activeren ten gevolge 
waarvan dan de B-cellen door РИА kunnen worden gestimuleerd. 
Uit figuur 47 blijkt dat - zoals ook reeds in paragraaf 
6.3.1. beschreven was - de PHA-stimulatie van B-cellen door rubel-
lavirus geremd wordt. Het aantal in een kweek aanwezige macrofa­
gen heeft hierop geen duidelijke invloed. 
De resultaten van 3 experimenten met PWM zijn samengevat in 
figuur 48. De uitkomsten wijzen er op dat B-cellen direct door 
PKM kunnen worden gestimuleerd, onafhankelijk van de aanwezigheid 
van macrofagen hoewel een effect van een gering aantal macrofagen, 
als contaminanten aanwezig, niet kan worden uitgesloten. Ook in 
de literatuur is er op gewezen dat directe stimulatie van B-cellen 
niet afhankelijk is van de aanwezigheid van macrofagen (overzicht: 
Rosenstreich, 1976a). De PWM-stimulatie neemt toe indien macrofa­
gen worden toegevoegd. Dit is vooral duidelijk in de kweken met 
het grootste aantal macrofagen. Het is mogelijk dat de helper-
functie van de T-cel hierbij een rol speelt op dezelfde wijze als 
hierboven van PHA-stimuLatie is beschreven. Dat het effect van 
macrofagen pas duidelijk is in kweken met een groot aantal macro­
fagen, zou kunnen samenhangen met de omstandigheid dat voor de be­
lio 
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Figuur 48. Effect van rubellavirus op de PWM-stímulatie -in reoom-
binatiekweken van 1 χ 10 B-cellen en νevs chili ende 
aantallen macrofagen. De gecombineerde resultaten van 
3 experimenten zijn weergegeven. Oe cellen werden ge­
oogst op dag 6. De waarde van de DNA-synthese in kwe-
ken met 5 χ 10 macrofagen van ieder experiment is op 
100% gesteld. 
vordering van de PWM-stimulatie van T-cellen een groot aantal 
4 
macrofagen (tenminste 1 χ 10 ) vereist is (zie paragraaf 6.2.2., 
figuur 39). 
Uit figuur 48 blijkt voorts dat de PWM-stimulatie van B-
cellen niet door rubellavirus wordt geremd. Dit zou er op kunnen 
wijzen dat de met PWM gestimuleerde B-cellen ongevoelig zijn voor 
4 
rubellavirus. In kweken met 5 x 1 0 macrofagen werd in alle 3 de 
experimenten wel een effect waargenomen, i.e. remming van de sti­
mulatie door rubellavirus. In het licht van de in paragraaf 6.3.1. 
en 6.3.3. beschreven bevindingen lijkt het niet waarschijnlijk 
dat de remming door rubellavirus in deze kweken op een direct ef­
fect van het virus op de B-cel berust. Vermoedelijk is de remming 
het gevolg van onderdrukking van de "helper"-functie van de T-cel. 
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Hoofdstuk 7 
DISCUSSIE 
7.1. IN-VITRO-STIMULATIE VAU LYMFOCYTEN 
7.1.1. Stimulatie van ongezuiverde lymfoayten 
De Ïn-ü-£tro-stimulatie van lymfocyten wordt vaak gebruikt 
als maatstaf voor de cellulaire immuniteit (Van den Tweel, 1975). 
Daarbij is het een eerste vereiste dat de omstandigheden voor 
stimulatie optimaal zijn (Wedner en Parker, 1976). De kinetiek 
van de in-vitro-stimulatie onder invloed van PHA, PWM en allogene 
cellen is in ons laboratorium onderzocht en reeds in een eerdere 
studie beschreven (Van Loon, 1977). De voorwaarden voor optimale 
stimulatie kwamen in het algemeen overeen met die van andere stu-
dies. De DNA-synthese in kweken van ongezuiverde, met PWM gesti-
muleerde lymfocyten toonde echter een opvallend verloop in de 
tijd. Dit was ook in ons onderzoek het geval. Er werden namelijk 
twee maxima, resp. op dagen 5 en 8, waargenomen. Onze experimen-
ten wezen er op (paragraaf 6.2.1.; 6.3.1. en 6.3.2.) dat de eer-
ste de DNA-synthese tengevolge van directe stimulatie van T- en 
B-cellen door PWM weergeeft en dat de tweede het resultaat is van 
samenwerking tussen T- en B-cellen bij de PWM-stimulatie. Het is 
echter niet uitgesloten dat de twee het gevolg zijn van een ver-
schil in kinetiek van de stimulatie tussen verschillende mitogene 
componenten van PWM (Waxdal, 1974; Janossy, 1976). 
Aanvankelijk werden de cellulaire immuunreacties in het alge-
meen als een functie van de T-cel beschouwd. Er komen echter steeds 
meer aanwijzingen dat de cellulaire immuniteit T-cel afhankelijk 
is maar zowel een functie van de T-cel als de B-cel (Wahl, 1976). 
De mate van stimulatie van lymfocyten onder invloed van mitogenen 
en antigenen mag niet zonder meer als een zuivere maat voor het 
functioneren van de T-cel in-vivo worden beschouwd. Zo is het be-
kend dat specifieke antigenen zowel de T-cel als de B-cel kunnen 
stimuleren tot blastvorming en lymfokine produktie. De transfor-
matie van de B-cel door specifieke (oplosbare) antigenen is voor 
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de meeste antigencn afhankelijk van de aanwezigheid van enkele 
geactiveerde T-cellen, zodat deze гп-υίtro-proef toch beschouwd 
mag worden als een indicator voor de functie van de T-cel (zie 
7.2.1.)· De Ïn-fitro-lymfocytenstimulatietest is in het algemeen 
een geschikte methode om inzicht te verkrijgen in de van de 
thymus-afhankelijke immuniteit. 
Behalve de interactie tussen T- en B-cellen spelen bij de 
in-vitro-stimulat ie van lymfocyten door mitogenen en antigenen 
ook macrofagen een belangrijke rol (zie 7.1.З.). De macrofaag 
heeft een ondersteunende functie bij de transformatie van lymfo­
cyten. Als deze functie is verstoord, kan dit een verminderde 
respons van lymfocyten op mitogenen en antigenen tot gevolg heb­
ben. 
7.2.2. StbKiulatie van gezuiverde lymf осу ten 
Zuivering van lymfocyten met behulp van een nylonwatten-
kolom levert in ons onderzoek een populatie op van 99°6 lymfocyten 
en 0,6 (0,1-1,5)1 monocyten. Uit de literatuur is het bekend dat 
bij deze wijze van zuivering verlies optreedt van lymfocyten, 
vooral van B-cellen, die blijven "plakken" op de watten (Potter, 
1977). Of er een verlies van een subpopulatie van T-cellen op­
treedt, is niet zeker. Suppressor-cellen van de muis, vermoede­
lijk T-cellen, zouden op de kolom blijven plakken. Daarentegen 
worden suppressor T-cellen die in populaties van normale humane 
perifere bloedlymfocyten worden aangetroffen, volledig terugge­
vonden na het passeren van T-cellen door een kolom van nylonwat­
ten (Kurnick, 1976). De uitkomsten van het door ons verrichte 
vergelijkende onderzoek met T-cellen die op twee wijzen waren 
bereid, resp. door zuivering over nylonwatten en door verwijde­
ring van de monocyten met behulp van carbonyl-ijzcr, wezen er 
niet op dat T-cellen op nylonwatten achterbleven. 
Lymfocyten werden na zuivering minder goed door РІІЛ, PIVM en 
PPD en in de MLC gestimuleerd. Dit is ook door andere onderzoe­
kers waargenomen (zie overzicht Rosenstreich, 1976a). Uit een 
onderzoek van Potter (1977) die lymfocyten met behulp van ver­
schillende technieken gezuiverd heeft, blijkt dat de PIIA-stimula-
tie geringer wordt naarmate er meer monocyten uit de celsuspensie 
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verwijderd zijn. Toevoeging van monocytcn aan de gezuiverde lymfo-
cyten geeft een volledig herstel van de oorspronkelijke stimulatie­
index. Dat verwijdering van de raonocyten inderdaad oorzaak is van 
de vermindering van de stimulatie-respons kon door onze experimen­
ten (paragraaf 7.1.3.) en die van andere onderzoekers 
(Rosenstreich, 1976b; Lipsky, 1976) worden bevestigd (Hoofdstuk 3). 
Perifere humane B-cellen kunnen overgaan in blastvormen en 
thymidine opnemen na stimulatie met ΡΗΛ, PWM en antigenen 
(Chess et al., 1974; Chess et al. > 1974b; Blomgren, 1975; Janossy 
et al., 1977). Voor de stimulatie van B-cellen door de thymus-
afhankelijke antigenen is een helper-functie van T-cellen onmis­
baar (zie overzicht Basten, 1976). In aanwezigheid van een ge­
ring percentage T-cellen vindt na stimulatie met antigenen proli­
feratie van B-cellen plaats (MacDermott et al., 1974; Blomgren, 
1975; Wahl, 1976). Het staat niet vast of mitogene stimulatie van 
B-cellen ook afhankelijk is van de aanwezigheid van T-cellen. 
Uit ons onderzoek bleek dat B-cellen rechtstreeks door PWM kunnen 
worden gestimuleerd, onafhankelijk van de aanwezigheid van T-
cellen. Na toevoeging van T-cellen werd de respons sterker. Daar­
entegen zijn voor de PHA-stimulatie van B-cellen wel T-cellen 
(slechts een klein aantal) nodig. Na toevoeging van meer T-cellen 
werd de respons op PHA eveneens sterker (paragraaf 6.3.2.). Onze 
bevindingen bevestigen een veronderstelling hieromtrent van 
Weksler (1976). 
Het staat niet vast op welke wijze de T-cel zijn helper­
functie uitoefent. Deze functie is niet aanwezig bij andere cel­
typen, zoals de monocyt of fibroblast (Janossy, 1977). Er zijn 
aanwijzingen dat het mitogeen in hoge concentratie op het opper­
vlak van de T-cel aanwezig is en op deze wijze de B-cellen stimu­
leert (Weksler, 1976; Lohrmann et al., 1974; Elfenbein en Gelfand, 
1975). Anderen hebben er op gewezen dat geactiveerde T-cellen lym-
fokinen produceren, zoals Mitogen Factor (MF) die in staat is een 
mitogene respons van B-cellen te induceren (Piguet, 1972; Blomgren, 
1976; Blomgren, 1976a). Waarschijnlijk zijn beide mechanismen van 
belang. Men is het er over eens dat proliferatie van de T-cel niet 
nodig is voor de helper-functie, alleen activatie. 
Naast de helper-functie van de T-cel bij de inductie van de 
stimulatie van B-cellen is een niet-specifieke "suppressor"-acti-
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viteit van lymfocyten beschreven (Hubert, 1976) waarvoor de T-cel 
verantwoordelijk zou zijn (Kurnick, 1976; Janossy, 1977). ΡΗΛ en 
PWM zouden een T-cclpopulat ie kunnen induceren die de blastvor-
ming van B-cellen en T-cellen onderdrukt. Of verschillende celpo­
pulaties verantwoordelijk zijn voor resp. de helper- en supprcs-
sor-activiteit, is niet duidelijk. 
Bij de beoordeling van de verminderde lymfocyten-respons on­
der invloed van rubellavirus zal met de hierboven genoemde inter­
acties tussen T- en B-cellen rekening moeten worden gehouden. 
7.1.3. Betekenis van de maorofaag voor de stimulatie van lymfooy-
ten 
Uit onze experimenten, evenals uit onderzoekingen van ande­
ren (Oppenheim, 1968; Levis, 1970; Alter, 1970; Dcmus, 1974; 
Rode, 1974; Berlinger, 1976; Schmidtke, 1976) blijkt dat verwij­
dering van de macrofagen uit een ongezuiverde lymfocytenpopulatie 
de respons van lymfocyten op stimulatie door ΡΗΛ, PWM en antigeen 
en in de MLC onderdrukt. Onder bepaalde kweekomstandigheden, in­
dien de celdichthcid in de lymfocytenkweek gering is, zoals het 
geval was bij een horizontale positie van de buis, waren macro­
fagen zelfs onmisbaar voor de stimulatie van lymfocyten. Dat ab­
solute afhankelijkheid van de macrofaag kan voorkomen, is ook in 
andere studies beschreven (Basten, 1976; Lipsky, 1976; Wedncr en 
Parker, 1976). Uit een door ons verricht dosis-respons onderzoek 
waarbij aan een constante hoeveelheid gestimuleerde lymfocyten 
een toenemend aantal macrofagen werd toegevoegd, bleek dat de 
respons van lymfocyten op mitogenen en antigenen met het aantal 
macrofagen toenam. Daarbij werd een optimum waargenomen. 
De vraag rees of de macrofaag wel een rol speelt bij de sti­
mulatie van iedere subpopulatie van lymfocyten. Onze resultaten 
geven aanwijzingen dat de aanwezigheid van de macrofaag absoluut 
vereist is voor stimulatie van de T-cel, zowel voor stimulatie 
door de mitogenen РИА en PWM als voor die door het antigeen PPD. 
Dit is in overeenstemming met bevindingen van andere onderzoekers 
(overzichten: Rosenstreich, 1976; Wcdner en Parker, 1976). De re­
latie tussen macrofaag en stimulatie van de B-cel is complexer. 
Daarbij is van belang of de stimulatie van de B-cel afhankelijk 
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is van de thymus of dat de cel rechtstreeks - onafhankelijk van de 
thymus - wordt gestimuleerd. Stimulatie door oplosbare antigenen 
waarbij interactie met "helper" T-cellen van belang is (van de 
thymus afhankelijke stimulatie), is afhankelijk van de macrofaag. 
De macrofaag is nodig voor de activering van T-cellen die op hun 
beurt dan stimulatie van B-cellen door antigenen mogelijk maken. 
Men kan verwachten dat de PHA-stimulatie van B-ccllen eveneens 
afhankelijk is van de macrofaag, omdat PHA een van de thymus af-
hankelijk mitogeen is. Uit onze experimenten blijkt echter dat 
toevoeging van macrofagen aan gezuiverde B-cellen - waaronder zich 
een klein aantal T-cellen bevindt - geen duidelijke verhoging van 
de respons te zien geeft. Een verklaring voor deze controversiële 
bevindingen is dat in de B-cel populatie voldoende (circa 0,55o) 
macrofagen aanwezig zijn om activering van T-cellen mogelijk te 
maken zodat toevoeging van extra macrofagen slechts een geringe 
(niet merkbare) verhoging van de stimulatie respons teweegbrengt. 
Stimulatie van B-cellen door van de thymus onafhankelijke anti-
genen en door zogenaamde B-cel-mitogenen die eveneens onafhanke-
lijk van de thymus zijn, zoals PWM is volgens verschillende on-
derzoekers niet afhankelijk van macrofagen (overzicht Rosenstreich, 
1976a). In ons onderzoek met door PWM gestimuleerde B-cellen werd 
dit eveneens waargenomen (paragraaf 6.2.2. en 6.3.4.). 
Het mechanisme dat verantwoordelijk is voor het effect van 
macrofagen op de stimulatie is verre van duidelijk en complex. 
Een beschouwing hierover valt buiten het doel van deze discussie. 
Wel willen we hierover een enkele opmerking maken. Het is bekend 
dat macrofagen een heterogene populatie vormen die behoort tot 
'het mononucléaire fagocyten systeem (Van Fürth, 1975a). De macro-
fagen bezitten verschillende functies. Het functionele onderscheid 
wordt voor een belangrijk deel bepaald door het micromilieu waar-
in de macrofaag verkeert (Walker, 1976; Van Fürth, 1975b). In in-
vi tro -kweken van leukocyten differentieert de monocyt onder in-
vloed van het glasoppervlak tot een macrofaag. Dit gaat gepaard 
met een toeneming van de metabole activiteit (Cohn, 1965). De 
macrofagen induceren de transformatie van lymfocyten onder invloed 
van een antigeen; ze doen dit sneller en efficiënter dan monocy-
ten (Hanifin, 1970). Voor de inductie is een levende, metabool 
actieve macrofaag noodzakelijk (Rosenstreich, 1976a, b). Dit geldt 
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ook voor de stimulatie door mitogenen. In tegenstelling tot de 
stimulatie door antigenen is de stimulatie door mitogenen minder 
aan een bepaalde cel (homologe macrofagen) gebonden. Ook allogene 
macrofagen en syngene fibroblasten als ook xenogene macrofagen 
zijn in staat de stimulatie van lymfocyten door mitogenen te onder­
steunen (Lipsky, 1976; McCombs et al., 1976). 
Bij de in-v гÉro-stimulatie van lymfocyten speelt dus naast 
de interactie tussen T- en B-cellen ook de interactie tussen 
macrofaag en lymfocyten een belangrijke rol. Bij de beoordeling 
van een (door een virus veroorzaakte) verminderde respons van lym-
focyten op mitogenen of antigencn zal met de functies van deze 
drie celtypes rekening moeten worden gehouden. 
7.1.4. In-vitro-stimulatie van lymfocyten en vorming van inter-
feron 
Humane lymfocyten die door mitogenen of antigenen zijn gesti-
muleerd, vormen lymfokinen, o.a. interferon (Notkins, 1975). Dit 
"immuun"-interferon moet worden onderscheiden van interferon dat 
door met virus geïnfecteerde cellen wordt gevormd (Babiuk, 1976). 
Dat gestimuleerde lymfocyten interferon produceren, kon in onze 
experimenten worden bevestigd. Dit was vooral duidelijk in kweken 
van met РИА of PWM gestimuleerde lymfocyten. Na PPD-stimulatie 
werd slechts in een enkel experiment interferon aangetoond en dan 
nog in een lage concentratie (paragraaf 4.4.). Door andere onder­
zoekers werd na stimulatie met PPD wel een hoge produktie van in­
terferon waargenomen (Green, 1969; Babiuk, 1976). Dit verschil 
zou kunnen berusten op de omstandigheid dat in ons onderzoek de 
inductie van interferon door PPD niet optimaal was (wij hebben 
geen onderzoek naar optimale condities voor interferonvorming ge­
daan) en voorts dat de door ons gebruikte methode voor titratie 
van interferon minder gevoelig was. 
Zowel de T-cel als de B-ceL zijn in staat tot synthese van 
interferon (Epstein, 1974). Uit ons onderzoek bleek dat de aan­
wezigheid van de macrofaag belangrijk is voor een maximale pro­
duktie van interferon (paragraaf 4.4.). Door andere onderzoekers 
is eveneens beschreven dat de vorming van interferon afhankelijk 
is van de aanwezigheid van macrofagen (Babiuk, 1976). 
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Of de macrofaag zelf in staat is tot synthese van "immuun" 
interferon, is niet geheel duidelijk (Notkins, 1975). Pathak en 
Tomkins (1974) hebben in peritoneale macrofagen van immune vol­
wassen konijnen een verhoogde produktie van interferon waargeno­
men na herinfectie met fibromavirus. Het is echter niet uitgeslo­
ten dat het interferon van lymfocyten afkomstig was die als "con­
taminatie" in de suspensie van macrofagen aanwezig waren. 
Interferon bezit niet alleen het vermogen de virusvermenig­
vuldiging te remmen maar is ook in staat de immuunrespons te on­
derdrukken. Dit is in vivo en in vitro aangetoond. Zowel de anti­
stofvorming als de cellulaire afweer kan door interferon worden 
onderdrukt (Johnson, 1977). Ook uit ons onderzoek bleek dat in­
terferon de immuunrespons kan onderdrukken (paragraaf 4.4.). 
Daartoe is een aanzienlijk hogere concentratie interferon nodig 
dan voor remming van de virusvermenigvuldiging (Notkins, 1975). 
7.2. VIRUSVERMENIGVULDIGING IN LEUKOCYTEN 
7.2.1. Vermenigvuldiging in ongezuiverde lymfocyten 
Ons onderzoek laat zien dat rubellavirus zich kan vermenig­
vuldigen in ongezuiverde lymfocyten uit perifeer bloed (Hoofdstuk 
5). Dit was reeds eerder in ons laboratorium aangetoond (Van 
Putten, 1975). Er werd toen gebruik gemaakt van leukocyten waar­
onder nog polymorfkernige cellen aanwezig waren. De kweken bevat­
ten destijds 1 χ 10 leukocyten per ml. De door ons bereide kwe­
ken bevatten 2 χ 10 leukocyten per ml, zonder polymorfkernige 
cellen. De virusproduktie per cel was in ons onderzoek ongeveer 
gelijk aan die in het onderzoek van Van Putten. 
Ook andere virussen kunnen zich in kweken van ongezuiverde 
lymfocyten vermenigvuldigen (overzicht \^ an Loon, 1977). Vergelij­
king van onze gegevens betreffende rubellavirus met uitkomsten 
van onderzoekingen met andere virussen laat zien dat de produktie 
van rubellavirus achter blijft bij die van poliovirus (Van Loon, 
1977) en mazelenvirus (Sullivan et al., 1975a) terwijl er geen 
duidelijk verschil is met die van dengue-2 virus (Theofilopoulos, 
1976) . 
Zowel uit ons onderzoek als uit dat van Van Putten (1975) 
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blijkt dat van de verschillende celtypen in kweken van ongezuiver­
de lymfocyten de macrofaag de belangrijkste gastheer is voor de 
vermenigvuldiging van rubcllavirus. Het virus kan zich vermoede­
lijk niet in polymorfkernige leukocyten vermenigvuldigen (Van 
Putten, 1975). Uit ons onderzoek blijkt dat stimulatie door РИА 
de virusvermenigvuldiging beïnvloedt. In kweken van met РИЛ ge­
stimuleerde ongezuiverde lymfocyten werd een sterkere vermenig­
vuldiging aangetoond dan in de niet-gestimuleerde kweken. Boven­
dien vond de maximale replicatie in de eerstgenoemde kweken op 
een later tijdstip plaats. Dit verschil in de kinetiek van de ver­
menigvuldiging kan worden verklaard door aan te nemen - en onze 
experimenten wijzen hierop - dat het virus zich gedurende de eer­
ste dagen vooral in macrofagen vermenigvuldigt. Dit proces wordt 
geremd door interferon dat in de met PHA behandelde kweken wordt 
gevormd. Daarnaast kan er virusproduktie optreden in gestimuleer­
de lymfocyten maar deze cellen zijn pas op een later tijdstip 
(ongeveer vanaf dag 4) in staat tot virusproduktie. Bovendien 
moet men bedenken dat gestimuleerde lymfocyten minder gevoelig 
zijn voor interferon dan macrofagen (paragraaf 4.2.1.). Dat Van 
Putten (1975) geen duidelijk effect van ΡΙ1Λ op de virusvermenig­
vuldiging waarnam, zou kunnen berusten op de omstandigheid dat in 
dat onderzoek een groter aantal cellen werden gebruikt waardoor 
de stimulatie niet optimaal verloopt (Van Loon, 1977). 
In de met PWM gestimuleerde kweken werd daarentegen juist 
een geringere virusvcrmenigvuldiging waargenomen dan in de niet-
gestimuleerde kweken. Dit kan worden verklaard door onze bevin­
dingen dat er onder invloed van PWM interferon wordt gevormd, ter­
wijl er in met PWM gestimuleerde lymfocyten nauwelijks of geen 
virusvermenigvuldiging plaatsvindt (paragraaf 4.4.; 6.2.3. en 
6 . 3. 3 . ) . 
De kinetiek van de remmende werking van exogeen interferon 
op de rubellavirusvermenigvuldiging in kweken van ongezuiverde 
lymfocyten (paragraaf 4.2.) komt ongeveer overeen met die van de 
remmende werking op de vermenigvuldiging van verschillende virus­
sen in andere celsystemen (Baron, 1968; üesmyter, 1967). Inter-
feron dat aan celkweken is toegevoegd, blijft gedurende langere 
tijd werkzaam. De activiteit neemt wel geleidelijk af. Interferon 
heeft geen effect op cellen die reeds geïnfecteerd zijn. Zo is 
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het niet in staat de vermenigvuldiging van rubellavirus in chro-
nisch geïnfecteerde celkweken te remmen (Desmyter, 1967). 
7.2.2. Virusvermenigvuldiging ir. gezuiverde lymfoayten 
Stimulatie door PHA had geen invloed op de vermenigvuldiging 
van rubellavirus in kweken van gezuiverde lymfocyten. Dit hangt 
waarschijnlijk samen met de geringe stimulatie van lymfocyten in 
kweken met weinig macrofagen. Zoals we hierboven reeds hebben be-
schreven, zijn met PHA gestimuleerde lymfocyten waarschijnlijk 
gevoelig voor rubellavirus, niet-gestimuleerde lymfocyten vermoe-
delijk niet. Voorts duurt het enkele dagen voordat de aanvanke-
lijk weinig of niet gevoelige lymfocyt zich onder invloed van 
stimulatie tot een gevoelige cel ontwikkelt. In kweken van onge-
zuiverde lymfocyten kan in deze periode virusvermenigvuldiging 
in macrofagen plaatsvinden. In zulke kweken wordt tijdens de eer-
ste dagen virus geproduceerd dat "beschikbaar" is als de gestimu-
leerde lymfocyten gevoelig worden. Dit is echter niet het geval 
in kweken van gezuiverde lymfocyten. Hierbij moet men bedenken 
dat rubellavirus instabiel is zodat het virus in het entmateriaal 
na enkele dagen grotendeels inactief is geworden. 
Het is denkbaar dat in kweken van gezuiverde lymfocyten wel 
virus wordt gevormd maar zo weinig dat dit niet met de gebruike-
lijke titraties - waarbij de totale virusconcentratie wordt ge-
meten - kan worden aangetoond. Wij hebben daarom gebruik gemaakt 
van een gevoeliger methode, de zogenaamde "infective centers 
assay" (paragraaf 5.4.; 6.2.3. en 6.3.3.). Van dag tot dag werd 
onderzoek gedaan naar de aanwezigheid van cellen die in staat wa-
ren virus te produceren. Omdat het virus niet langer dan 18 uur 
voordat de cellen worden onderzocht, werd toegevoegd, was er veel 
minder kans op inactivering van virus. Onderzoek met behulp van 
deze techniek toonde aan dat er in kweken van gezuiverde, met PHA 
gestimuleerde lymfocyten inderdaad virusvermenigvuldiging plaats-
vindt. Tot 101 van de cellen was in staat virus te produceren. 
Hierbij moet men bedenken dat de stimulatie van gezuiverde lymfo-
cyten niet optimaal verloopt en dat in onze proeven betrekkelijk 
weinig virus (multipliciteit van 1) was toegevoegd. Uit het onder-
zoek bleek dat er reeds in een vroeg stadium van de stimulatie 
121 
infective centers worden gevormd, ongeveer op het tijdstip waarop 
de eiwit- en RNA-synthese toenam (Ling en Kay, 1975). Later worden 
er minder infective centers gevormd, vermoedelijk ten gevolge van 
de produktie van interferon. 
Het onderzoek met behulp van de infectivc-centers-techniek 
toonde voorts aan dat zowel T-cellen als B-cellen virus produce­
ren indien ze met РНЛ zijn gestimuleerd. De percentages infective 
centers verschilden niet. B-cellen worden echter door PHA sterker 
gestimuleerd dan T-cellen, zodat wellicht de T-cel gevoeliger is 
voor rubellavirus dan de B-cel. In kweken van met PWM gestimuleer­
de lymfocyten werden geen virus producerende cellen aangetroffen. 
De uitkomsten van soortgelijke, in de literatuur beschreven proe­
ven lopen uiteen. Zo werden in met mazelenvirus geïnfecteerde 
kweken van T- en B-cellen na stimulatie met PWM 81 infective 
centers aangetroffen (Joseph et al., 1975). In een ander soortge-
lijk onderzoek met mazelenvirus (Sullivan, 1975) was het percen-
tage infective centers na stimulatie met PUA en PWM, respectieve-
lijk 4-1606 en 0,8-0,9U 
Dat rubellavirus zich in gezuiverde, met PHA gestimuleerde 
lymfocyten kan vermenigvuldigen, bleek ook uit onze proeven met 
recombinatiekweken van gezuiverde lymfocyten en muizemacrofagen 
(paragraaf 5.4.). Door de aanwezigheid van muizemacrofagen wordt 
de stimulatie van lymfocyten bevorderd terwijl de produktie van 
interferon niet toeneemt (Epstein, 1976). Het is onwaarschijnlijk 
dat het effect van PHA op de virusproduktie in deze kweken berust 
op vermenigvuldiging van rubellavirus in macrofagen. In de kweken 
van gezuiverde lymfocyten waren slechts weinig - humane - macro-
fagen als "contaminant" achtergebleven, minder dan 0,5°é. Dat deze 
macrofagen onder invloed van РНЛ meer virus (5-10 maal hogere 
virustiter) zouden produceren, zou niet te verklaren zijn. Dat er 
in de muizemacrofagen die aan de gezuiverde lymfocyten waren toe­
gevoegd, virus zou worden geproduceerd, is eveneens onwaarschijn­
lijk. Deze cellen zijn ongevoelig voor rubellavirus. Bovendien 
werd de virusproduktie geremd door humaan interferon, dat in cel­
len van muizen weinig of geen effect uitoefent (Samuel, 1977). 
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7.2.3. Virusvermenigvuldtging in macvofagen 
Ons onderzoek bevestigt dat rubellavirus zich kan vermenig-
vuldigen in kweken van humane perifere monocyten (Van Putten, 
1975). Ook andere virussen zoals poliovirus (Soontiëns, 1973), 
vesicular stomatitis virus (Edelman, 1967), gele-koortsvirus 
(Wheelock, 1969) en mogelijk mazelenvirus (Joseph, 1975) kunnen 
zich in humane perifere monocyten vermenigvuldigen. Uit onze ex-
perimenten blijkt dat de monocyt zich gedurende de incubatiepe-
riode op glas ontwikkelt van een aanvankelijk voor rubellavirus 
ongevoelige tot een gevoelige cel. Hetzelfde is voor poliovirus 
beschreven (Soontiëns, 1973). De gevoeligheid neemt toe tot dag 
4 van de incubatieperiode. Dit houdt waarschijnlijk verband met 
de in-vitro-transformatie van de monocyt tot macrofaag (Cohn et 
al., 1965). De transformatie gaat gepaard met vergroting van de 
metabole activiteit waarbij de RNA- en eiwitsynthese toenemen. 
7.Z. REMMING VAN DE IN-VITRO-STIMULATIE DOOR RUBELLAVIRUS 
Rubellavirus blijkt de stimulatie van lymfocyten te remmen 
(Hoofdstuk 3), zoals ook door andere onderzoekers is aangetoond 
(Olson, 1968). Zowel de stimulatie door de mitogenen PUA en PWM 
als door de antigenen PPD en allogene cellen werd onderdrukt. 
Dit effect is ook voor andere virussen beschreven (zie overzicht 
Van Loon, 1977) . 
De remming zou kunnen worden toegeschreven aan: een remmende 
factor in het kweekmedium (Sullivan et al., 1975), competitie 
'tussen virus en mitogenen (Dunmire et al., 1975; Möller, 1970), 
inductie van interferon dat de stimulatie onderdrukt (Maller, 
1977), een cytopathologisch effect (Willems et al., 1969), door 
vrijkomen van "koude" thymidine waardoor de specifieke activiteit 
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van H-TdR afneemt (Opitz et al., 1975) of door replicatie van 
rubellavirus in lymfocyten en macrofagen. 
Uit ons onderzoek blijkt dat de remming niet wordt veroor-
zaakt door een factor uit de supernatant van T-17 cellen. Alleen 
infectieus rubellavirus was in staat de DNA-synthese van gestimu-
leerde lymfocyten te onderdrukken, geïnactiveerd virus niet. Voorts 
vond er door infectie met rubellavirus geen verschuiving in de 
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dosis-responscurven van de lymfocytenstimulatie door mitogenen 
plaats. Competitie tussen mitogenen en antigencn enerzijds en 
rubellavirus - als antigcen - anderzijds ten aanzien van opper-
vlaktereceptoren van de lymfocyt kan dan ook als oorzaak van de 
remming worden uitgesloten. 
Met rubellavirus geïnfecteerde cellen scheiden onduidelijk 
gekarakteriseerde factoren uit die de groei van andere cellen 
remmen (Piotkin, 1969). Een bekende remmende factor die wordt uit-
gescheiden door cellen die met virus zijn geïnfecteerd is inter-
feron. Het is bekend dat infectious rubellavirus interferonvor-
ming kan induceren (Potter, 1973). 
Voorts is in de literatuur beschreven dat in kweken van lym-
focyten die met viraal antigeen zijn gestimuleerd, interferon 
wordt uitgescheiden (lipstein, 1972; Ranussen et al., 1974; 
Babiuk, 1976). Men zou kunnen veronderstellen dat rubellavirus 
door inductie van interferon de stimulatie onderdrukt. Dit is 
waarschijnlijk niet het geval zoals blijkt uit proeven waarin 
exogeen interferon werd gebruikt en die waarin de produktie van 
endogeen interferon werd bepaald (paragraaf 4.4.). Voorts is al-
leen infectious virus in staat tot remming; indien sprake is van 
bovengenoemd mechanisme zou men verwachten dat, door antigene 
stimulatie, geïnactiveerd virus net zo goed (of beter) in staat 
is tot inductie van interferon als infectieus virus. 
De remming van de stimulatie zou voor sommige virussen (reo-
virus en vacciniavirus) kunnen worden verklaard door een cytopa-
thologisch effect (CPE) van het virus in kweken van lymfocyten 
(Willems et al., 1969). Er zijn echter geen aanwijzingen dat de 
remming door rubellavirus een gevolg is van een grotere celsterf-
te in kweken die zijn geïnfecteerd (Olson, 1968; Van Putten, 1975; 
Maller, 1977). 
Voorts blijkt uit niet beschreven proeven met H-thymidine 
van verschillende specifieke activiteit dat de remming niet het 
gevolg is van een verlaging van de specifieke activiteit van 
H-TdR door het vrijkomen van "koude" thymidine ten gevolge van 
een cytolytisch effect van rubellavirus. 
De resultaten van onze onderzoekingen wijzen er op dat de 
remming op een ander mechanisme berust, namelijk op replicatie 
van het virus. Dit blijkt uit verschillende waarnemingen. 
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In de eerste plaats zij gewezen op de waarneming dat de rem-
ming toeneemt indien er meer virus werd gevormd, zoals werd aan-
getoond in proeven met recombinatiekweken van gezuiverde lymfocy-
ten en muizemacrofagen (paragraaf 3.3.2.2.)· Ook in proeven waar-
bij ongezuiverde lymfocyten met een optimale en suboptimale dosis 
mitogeen werden gestimuleerd, wat gepaard ging met resp. een hoge 
en minder hoge virusproduktie, werd een dergelijk verband waar-
genomen (paragraaf 4.5.). 
Anderzijds was de remming gering indien er geen of slechts 
weinig virus werd gevormd. In geïnfecteerde kweken van met PWM 
gestimuleerde lymfocyten werd de stimulatie slechts in geringe 
mate geremd (paragraaf З.2.1.). In kweken· waarin de virusproduk­
tie door toevoeging van interferon was onderdrukt, werd eveneens 
minder remming waargenomen (paragraaf 4.3.) . 
Voorts bleek dat er replicatie in beide typen cellen, de lym-
focyt en de macrofaag, moest plaatsvinden om een optimale remming 
teweeg te brengen (figuur 23). In recombinatiekweken van lymfocy­
ten en macrofagen waarbij één van deze typen cellen met interferon 
werd voorbehandeld, werd de remming onderdrukt. Ook de proeven met 
recombinatiekweken van T-cellen en macrofagen wezen er op dat het 
virus zich in beide typen cellen moet vermenigvuldigen om optimale 
remming te induceren (paragraaf 6.2.2.). 
Dat virusreplicatie vermoedelijk verantwoordelijk is voor de 
remming van de stimulatie bleek bovendien uit proeven met afzon-
derlijke subpopulaties van lymfocyten, T- en B-cellen. Er waren 
sterke aanwijzingen dat in met PHA gestimuleerde T-cellen virus-
vermenigvuldiging plaatsvond (figuur 41). Dit ging gepaard met rem-
ming van de stimulatie gedurende de gehele kweekperiode (figuur 
35). Daarentegen werd er in met PWM gestimuleerde T-cellen geen 
virusvermenigvuldiging aangetoond, terwijl in deze kweken de sti-
mulatie alleen gedurende de eerste 5 dagen was onderdrukt (figuur 
36). Het verschil was nog duidelijker in proeven met B-cellen. In 
met PHA gestimuleerde B-cellen werden wel virusvermenigvuldiging 
en remming van de stimulatie waargenomen, in met PWM gestimuleer-
de B-cellen niet (paragraaf 6.3.). 
Tenslotte willen we er op wijzen dat de remming van de sti-
mulatie door rubellavirus verband houdt met interacties tussen 
verschillende typen cellen. Door infectie met rubellavirus van 
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macrofagen wordt de "helper"-functi e van deze cellen ten aanzien 
van de stimulatie van lymfocyten onderdrukt. Misschien geldt het­
zelfde voor de "helper"-functie van de T-ccl ten aanzien van de 
stimulatie van B-cellen (zie 7.1.2.)· Uit proeven met recombina-
tickwcken van B-cellen en T-cellen bleek dat er een samenwerking 
tussen T- en B-cellen bestaat. T-cellcn bevorderen de stimulatie 
van B-cellen door ΡΗΛ en PWM. Rubellavirus onderdrukte deze samen­
werking (paragraaf 6.3.2.). 
Men zou kunnen speculeren dat rubellavirus ook het omgekeer­
de effect kan teweegbrengen, i.e. dat het virus de stimulatie van 
B-cellen kan be\rorderen. Dit zou kunnen plaatsvinden als de 
"suppressor"-functie van T-cellen (zie 7.1.2.) ten aanzien van de 
stimulatie van B-cellen door het virus wordt onderdrukt. De uit­
komsten van enkele proeven met recombinatiekweken van B-cellen 
en T-cellen, waarbij - bij een hogere concentratie T-cellen - de 
stimulatie door rubellavirus was verhoogd in plaats van geremd, 
ondersteunen deze veronderstelling. 
Ons onderzoek was gericht op de bestudering van mechanismen 
betreffende de ¿n-uitro-interactie tussen rubellavirus, macrofa-
gen, lymfocyten en subpopulaties van lymfocyten (T- en B-cellen). 
De uitkomsten van ¿n-ytiO-studies betreffende de cellulaire immu-
niteit bij rubella hebben we in de discussie buiten beschouwing 
gelaten. Hoewel ¿n-utuo-onderzoek wel de aanleiding vormde voor 
onderzoekingen naar de mechanismen van de ontwikkeling en onder-
drukking van immuniteit bij rubella, is гп- ьtr-o-onderzoek onmis­
baar voor verdieping van het inzicht hierin. 
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SAMENVATTING 
Persisterende virusinfecties gaan dikwijls gepaard met onder-
drukking van de immuunafweer tengevolge van een effect van het 
virus op het immuunsysteem. De onderdrukking van de afweer zou er 
de oorzaak van kunnen zijn dat het virus kan persisteren. In ver-
schillende onderzoekingen is aangetoond dat bij congenitale rubel-
la het virus gedurende lange tijd in het lichaam aanwezig blijft. 
Voorts is het bekend dat de cellulaire immuniteit een functie 
heeft bij de afweer tegen rubella en dat de cellulaire immuniteit 
door rubellavirus wordt onderdrukt. Op welke wijze de afweer wordt 
onderdrukt is niet duidelijk. Omdat mononucléaire bloedcellen mede 
verantwoordelijk zijn voor de cellulaire afweer tegen virussen is 
een onderzoek gedaan naar de interactie tussen rubellavirus en 
deze cellen. 
In Hoofdstuk 3 zijn proeven beschreven om na te gaan of - en 
onder welke omstandigheden - rubellavirus in staat is de in-vitro-
transformatie van lymfocyten te remmen. Het bleek dat rubellavirus 
de stimulatie van ongezuiverde lymfocyten door PHA, PWM, PPD en 
allo-antigenen remt. De mate van remming was afhankelijk van de 
concentratie van de stimulerende stof en was het sterkst bij een 
suboptimale dosis. De mate van remming was voorts afhankelijk van 
het tijdstip waarop de DNA-synthese werd bepaald. Een kleine dosis 
virus (1 PFU per 1000 lymfocyten) veroorzaakte nog remming. Alleen 
infectieus rubellavirus gaf remming; er konden geen andere remmen-
de factoren in het virusinoculum worden aangetoond. Rubellavirus 
remde ook de stimulatie van gezuiverde lymfocyten. 
Uit een onderzoek met kweken van gezuiverde lymfocyten waar-
aan verschillende aantallen macrofagen (van dezelfde donor) waren 
toegevoegd, z.g. recombinatiekweken, bleek dat macrofagen de sti-
mulatie door PHA, PWM, PPD en allo-antigenen sterk bevorderen. 
Bij de synergie tussen macrofagen en lymfocyten was celcontact een 
belangrijke factor; er kon geen oplosbare factor worden aangetoond 
die voor de synergie van betekenis zou zijn. De synergie werd door 
rubellavirus op een complexe wijze onderdrukt: bij toeneming van 
het aantal macrofagen in de kweken werd de remming eerst geringer, 
daarna sterker. In proeven met recombinatiekweken waarbij in plaats 
van humane macrofagen muizemacrofagen werden gebruikt, bleek dat 
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rubellavirus een rechtstreeks effect op de lymfocyt uitoefent en 
voorts dat de mate van stimulatie hierbij van betekenis is. 
Vervolgens is een onderzoek verricht naar de betekenis van 
vermenigvuldiging van rubellavirus voor de remmende werking 
(Hoofdstuk 4). Hierbij werd gebruik gemaakt van interferon. Het 
bleek dat interferon, mits tijdig toegediend, de vermenigvuldi-
ging van rubellavirus in ongezuiverde, wel of niet gestimuleerde 
lymfocytcn onderdrukt. Er waren indirecte aanwijzingen dat inter-
feron de virusproduktie in eenmaal geïnfecteerde cellen niet meer 
remt. De experimenten met interferon wezen op de betekenis van 
virusreplicatie voor de remmende werking. Een maximale remming 
van de stimulatie van lymfocytcn door rubellavirus werd waargeno-
men indien het virus zich zowel in de macrofaag als in de lymfo-
cyt vermenigvuldigde. Het kon worden uitgesloten dat de remming 
berustte op inductie van interferon door het virus. Hierna heb-
ben we onderzoek gedaan naar de produktie van interferon door ge-
stimuleerde lymfocyten. Het bleek dat de met PHA of PWM gestimu-
leerde lymfocyt in staat is interferon te produceren; de produk-
tie werd bevorderd door de aanwezigheid van macrofagen. Uitkom-
sten van proeven waarbij lymfocyten met een optimale en subopti-
male dosis ΡΗΛ of PWM werden gestimuleerd (het was gebleken dat 
het effect van interferon op de replicatie van de dosis van deze 
stof afhankelijk is en omdat de hoeveelheid interferon dat door 
lymfocyten wordt gevormd op haar beurt weer afhankelijk is van de 
mate van stimulatie is het waarschijnlijk dat het uiteindelijke 
effect van rubellavirus op lymfocyten verband houdt met de dosis 
mitogeen die voor stimulatie wordt gebruikt) wezen er op dat en­
dogeen interferon, dat in de beginfase van de stimulatie vrij­
komt, de vermenigvuldiging van rubellavirus onderdrukt en zo het 
remmende effect van het virus op de DNA-synthese tegenwerkt. 
In Hoofdstuk S zijn proeven beschreven om na te gaan of lym­
focyten en macrofagen gevoelig zijn ten aanzien van de vermenig­
vuldiging van rubellavirus. Rubellavirus bleek zich te kunnen 
vermenigvuldigen in kweken van ongezuiverde lymfocyten. De repli­
catie werd beïnvloed door stimulatie met ΡΗΛ en PWM. In kweken 
met PHA vond optimale replicatie op een later tijdstip plaats dan 
in kweken zonder mitogeen. De grootte van de virusproduktie was 
afhankelijk van de PHA-conccntratie. De virustiter was het hoogst 
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bij een PHA-concentratie waarbij de hoogste DNA-synthese door 
lymfocyten werd bereikt. Stimulatie door PWM onderdrukte de virus-
produktie; waarschijnlijk doordat geen replicatie in met PWM ge-
stimuleerde lymfocyten plaatsvindt en de vermenigvuldiging in 
macrofagen door interferon, dat tijdens de stimulatie wordt ge-
vormd, wordt onderdrukt. Bestudering van de kinetiek van de virus-
vermenigvuldiging toonde aan dat de aan glas gehechte macrofaag 
zich gedurende de eerste 72 uur ontwikkelt tot een voor rubella-
virus gevoelige cel; de cel is 24 uur na enting in staat tot 
virusproduktie. In kweken van macrofagen, die met 1 PFU per cel 
waren geïnfecteerd, bleek meer dan 20% van de cellen zich te ont-
wikkelen tot infective centers. Behalve in de macrofaag kan rubel-
lavirus zich in de met PHA gestimuleerde lymfocyt vermenigvuldi-
gen. Dit werd duidelijk aangetoond in proeven met recombinatie-
kweken van lymfocyten en muizemacrofagen; de muizemacrofaag be-
vordert de stimulerende werking van PHA maar is zelf ongevoelig 
voor rubellavirus. In kweken van met PHA gestimuleerde gezuiver-
de lymfocyten die met 1 PFU per cel waren geïnfecteerd, bleek tot 
ongeveer 101 van de cellen zich te ontwikkelen tot infective cen-
ters . 
Tenslotte is een onderzoek gedaan naar het effect van rubella-
virus op de stimulatie van T- en B-cellen (Hoofdstuk 6). T-cellen 
werden gestimuleerd door PHA, PWM en PPD. De stimulatie werd door 
de aanwezigheid van macrofagen bevorderd. Rubellavirus remde de 
stimulatie. Het virus kon zich in met PILA gestimuleerde T-cellen 
vermenigvuldigen. Rubellavirus remde ook de DNA-synthese van met 
PWM gestimuleerde T-cellen, maar kon zich hierin niet vermenig-
vuldigen. B-cellen werden direct gestimuleerd door PWM zonder 
tussenkomst van enkele T-cellen. De stimulatie werd niet of nau-
welijks bevorderd door macrofagen wel door de aanwezigheid van en-
kele T-cellen ("helper"-functie). Stimulatie van B-cellen door 
PHA was mogelijk in aanwezigheid van - een klein aantal - T-cellen. 
Wij verkregen aanwijzingen dat T-cellen niet alleen een "helper"-
functie uitoefenen ten aanzien van de stimulatie van B-cellen 
maar ook een "suppressor"-activiteit; door de laatstgenoemde ac-
tiviteit wordt de stimulatie weer onderdrukt. Met PWM gestimuleer-
de B-cellen waren niet gevoelig voor rubellavirus, met PHA gesti-
muleerde cellen wel. Waarschijnlijk wordt door infectie van 
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gestimuleerde lymfocyten met rubellavirus zowel de "helper"-
functie als de "suppressor"-activite it van T-cellcn onderdrukt. 
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SUMMARY 
In this thesis a study is presented on the interaction 
between rubella virus and human mononuclear blood cells. 
In Chapter 3 we describe experiments for investigating 
whether - and under what conditions - rubella virus is able to 
suppress the in vitro transformation of lymphocytes. Rubella virus 
was found to impair the response of lymphocytes to stimulation by 
РИА, PWM, PPD or allogeneic cells. The extent of inhibition 
appeared to depend on the dasage of the stimulant. Highest 
inhibition took place at a suboptimal concentration. The degree 
of inhibition was also shown to depend on the time at which the 
DNA-synthesis was measured. Even with a multiplicity of infection 
as low as 10 some suppression could be observed yet. Inhibition 
was only caused by infectious virus; no other non-viral compound 
in the virus preparation could account for the impairment of the 
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incorporation of Η-thymidine. This impairment was not due to an 
effect of interferon induced by rubella virus. In addition to 
inhibition of the response by lymphocytes in non-purified cell 
suspensions, rubella virus was also shown to suppress the response 
of lymphocytes to PHA, PWM, PPD or allogeneic cells after 
depletion of the monocytes. 
In further experiments in which various numbers of 
macrophages (of the same donor) were added to a certain number of 
purified lymphocytes, the so called reconstituted cultures 
macrophages were found to enhance the stimulation of lymphocytes 
by PHA, PWM, PPD and allogeneic cells. Cell contact appeared to be 
an important factor, but no soluble factor could be shown to be 
of importance for this synergy. Rubella virus suppressed this 
enhancing effect of macrophages in a complex manner; after an 
initial decrease inhibition got stronger as the number of 
macrophages increased. In experiments with reconstituted cultures, 
in which mouse macrophages had been used instead of human 
macrophages, some evidence was found for a direct effect of the 
virus on the lymphocyt. Furthermore, the degree of stimulation 
was significant for this interaction. 
In order to find out the significance of viral replication 
for the suppression of stimulation by rubella virus, some 
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experiments were carried out with interferon (Chapter 4). Inter­
feron added timely caused suppression of the replication of 
rubella virus in mononuclear bloodcells without seriously 
disturbing the cell-metabolism. In cells that had been infected 
before interferon was added, no suppression of the viral 
replication seemed to take place. Experiments with interferon 
indicated that viral multiplication was important for the 
suppressing action of rubella virus. Maximal inhibition was found 
only when the virus was replicating both in the lymphocyt and in 
the macrophage. We also examined whether lymphocytes stimulated 
by mitogen could produce interferon. Interferon was found in 
supernatants of cultures of lymphocytes stimulated with ΡΗΛ or 
PWM. Macrophages appeared to enhance this production of interferon. 
The results of experiments in which lymphocytes were stimulated 
with optimal and suboptimal doses of mitogen showed endogenous 
interferon, synthesized at an early stage of stimulation, to 
oppose the suppressing effect of rubella virus on the DNA 
synthesis. In preceding experiments the effect of interferon on 
viral replication appeared to depend on the concentration of this 
substance and because on his turn the quantity of interreron 
produced was determined by the degree of stimulation of the 
lymphocytes, it was likely that the final effect of rubella virus 
on the lymphocyt is connected with the dose of mitogen used. 
In Chapter S experiments are described for determining 
whether lymphocytes and macrophages are susceptible to rubella 
virus with respect to multiplication of the virus. Rubella virus 
was shown to replicate in cultures of mononuclear cells. This 
replication was affected by stimulating the lymphocytes with РИА 
and PWM. In cultures with РИА, highest titers were found after 
addition of rubella virus to occur at a later stage than in 
cultures without mitogen. The size of the virus titer was 
dependent on the concentration of РИА used. Highest titers were 
found at a concentration that caused an optimal DNA-synthesis in 
lymphocytes. PWM would cause a considerable reduction of viral 
replication, because the virus did not replicate in stimulated 
lymphocytes and because multiplication in macrophages was 
prevented by interferon formed under the influence of PWM. An 
investigation into the kinetics of viral multiplication showed 
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the macrophage that adhered to glass, to develop into a virus-
susceptible cell during the first 72 hours; 24 hours after viral 
inoculation the susceptible cells were able to produce viral 
particles. In cultures of macrophages, after viral infection with 
a multiplicity of 1 PFU/cell, more than 201 of the cells appeared 
to produce virus. In addition to the macrophage, rubella virus was 
found to multiply in lymphocytes stimulated by PHA. This was 
clearly shown in experiments with reconstituted cultures of human 
lymphocytes with mouse macrophages; mouse macrophages will enhance 
the response of lymphocytes to stimulation with PHA, but are not 
susceptible to rubella virus. In cultures of lymphocytes that had 
been stimulated by PHA and were infected with rubella virus at a 
multiplicity of 1 PFU/cell, up to about 10% infectious centres 
were found. 
Finally experiments are described (Chapter 6) in which we 
investigate the effect of rubella virus on the response of 
subpopulations of lymphocytes, T- and B-cells, to stimulation by 
PHA, PWM and PPD. Macrophages enhanced stimulation of T-cells. 
Rubella virus suppressed this stimulation. The virus was found to 
replicate in T-cells stimulated by PHA. Rubella virus also 
suppressed the DNA-synthesis of T-cells stimulated by PWM, but 
replication of the virus in these cells was not observed. B-cells 
were stimulated directly by PWM without intervention of some 
T-cells, and presumably macrophages were not necessary. On the 
other hand, T-cells were shown to enhance this stimulation of 
B-cells ("helper"-function). Probably only a few T-cells are 
required for the stimulation of B-cclls by PHA. In addition to 
this "helper"-function of T-cells, we found some evidence for 
"suppressor"-activity: the suppression of stimulation by PHA and 
PWM. B-cells stimulated by PWM were not susceptible to rubella 
virus, whereas B-cells stimulated by PHA were found to be 
susceptible as regards suppression of DNA synthesis and viral 
multiplication. Rubella virus could impair the "helper"-function 
and the "suppressor"-activity of T-cells. 
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STELLINGEN 
I 
T-cellen van oudere muizen worden minder goed door mitogenen 
gestimuleerd. De conclusie van Heine en Adler dat deze verminder­
de respons een gevolg zou kunnen zijn van een verhoogde produktie 
van interferon door T-cellen is op zijn minst voorbarig. 
Heine, J.W. and Adler, W.H. (1977b 
J. Immunol. 118, 1366 
II 
Jeor en Weisser hebben hun opvatting dat slechts een klein aantal 
lymfocyten betrokken is bij de persistentie van cytomegalovirus 
in kweken van humane perifere leucocyten, niet met overtuigende 
argumenten gestaafd. 
Jeor, S.H. and Weisser, Α. (1977). 
Infection and Immunity, J_5, 402 
III 
Te vaak wordt de -¿n-y-ítrO-transformatie van gestimuleerde lymfo-
cyten gebruikt als maatstaf voor cellulaire immuniteit terwijl 
de omstandigheden voor de stimulatie niet optimaal zijn. 
IV 
Het probleem dat virale infecties bij proefdieren de uitkomsten 
van dierexperimenten kunnen storen, krijgt nog te weinig aandacht. 

ν 
Het onderzoek van Edwards wijst er, in tegenstelling tot zijn be­
wering, niet op dat de algemeen aanvaarde opvatting dat virale 
antistoffen uit serum, gedroogd op filterpapier, bij kamertem­
peratuur stabiel zijn, juist is. 
Edwards, E.Α. (1977). 
Clin. Microbiol. S, 253 
VI 
Ervaringen met welstandscommissies bij aanvragen voor bouwver­
gunningen doen twijfel ontstaan aan het goed functioneren van 
deze commissies, niet aan de juistheid van hun doelstelling. 
VII 
Persvrijheid betekent niet dat de Pers geen zelfkritiek behoeft 
te kennen. 
VIII 
Moderne kunst, mode en luxe doen dikwijls denken aan "de nieuwe 
kleren van de keizer". 
J.Th.M. van der Logt. Nijmegen, 16 september 1977 



